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Las neuronas laterales ventrales (LNvs) son esenciales para el correcto 
funcionamiento del reloj circadiano de Drosophila melanogaster. Años atrás, 
nuestro laboratorio reportó que estas neuronas reloj experimentan una 
remodelación diaria de sus proyecciones axonales, un fenómeno denominado 
plasticidad estructural circadiana. Se ha propuesto que estos cambios podrían 
proporcionar pistas adicionales para transmitir información de la hora del día, 
por ejemplo, resultando en la liberación diferencial de neurotransmisores. Las 
arborizaciones axonales presentan una mayor complejidad durante el día y 
menor durante la noche, lo que implica cambios en el grado de conectividad  
A lo largo de esta tesis se evaluaron diferentes mecanismos moleculares 
que subyacen al fenómeno de plasticidad estructural y, en particular, el rol del 
neuropéptido PDF. En una primera etapa, alterando de forma diferencial el reloj 
molecular de las LNvs, demostramos que la remodelación diaria de las 
terminales depende del correcto funcionamiento de su propio reloj, pero que en 
este fenómeno también participa el reloj de la glia. En paralelo se evaluó el rol 
del neuropéptido PDF y su contribución a la plasticidad estructural en distintos 
momentos del día. Haciendo uso de distintas herramientas que permiten acotar 
la desregulación, demostramos que la alteración de sus niveles afecta 
directamente a este fenómeno, y que tanto el PDF liberado por las sLNvs como 
por las lLNvs contribuyen al proceso. Llamativamente, encontramos que si bien 
la disminución aguda de PDF resulta en una mayor complejidad de las 
terminales que se mantiene invariable a lo largo del día, la reducción sostenida 
se asocia a menor complejidad. Esta respuesta dual es interesante en sí 
misma. Finalmente, aportamos evidencia que sugiere que la acción de PDF 
sobre la plasticidad estructural recluta mecanismos dependientes de actividad, 
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Los movimientos de la tierra imponen cambios ambientales cíclicos 
sobre los seres vivos. Por un lado, la rotación sobre su propio eje determina 
cambios en la disponibilidad de luz solar, mientras que la translación alrededor 
del sol implica cambios anuales de fotoperíodo y temperatura. Es así que todos 
los organismos presentan ritmos biológicos (cambios de variables biológicas) 
que son capaces de ajustarse a estos movimientos del planeta. Aún más, es 
clara la ventaja adaptativa que otorga la presencia de dichos relojes biológicos 
capaces de anticipar los mencionados cambios ambientales (Beaver et al., 
2002; DeCoursey et al., 2000; Michael et al., 2003).  
La presencia de ritmos de 24 horas en los seres vivos es evidente. 
Cuando estos ritmos biológicos endógenos tienen un período cercano a las 24 
horas son llamados ritmos circadianos (del latín,  circa=cerca y diem=día), y 
como se desprende de lo mencionado,  permiten a los organismos predecir los 
cambios diarios en el ambiente que los rodea y adaptar sus comportamientos y 
fisiología en forma acorde. Sin embargo, no todos los ritmos presentes en la 
naturaleza son circadianos, también existen numerosos ejemplos de ritmos 
anuales o estacionales (de períodos mayores  a 24h) llamados infradianos, así 
como otros con períodos más cortos llamados ultradianos, como por ejémplo 
ciertas secreciones hormonales. De todos ellos, los ritmos circadianos son los 
más conservados entre los distintos organismos y el reloj biológico que lo 
gobierna es, por lo tanto, el más estudiado. La ventaja adaptativa que 
representa el poseer un reloj funcional ha sido demostrada experimentalmente 
en cianobacterias (Ouyang et al., 1998) y en Drosophila (Beaver et al., 2002).  
Propiedades de los relojes circadianos 
 
Los relojes circadianos están definidos en base a cuatro propiedades 
canónicas. En primer lugar, sus oscilaciones persisten en condiciones 
ambientales constantes, o ¨condiciones de libre curso¨, que indican la 
presencia de un reloj autónomo. Si bien los ritmos circadianos son 




dador del tiempo, siendo probablemente la luz el zeitgeber más importante para 
la mayoría de las especies terrestres), sorprendentemente se evidencian con 
un período cercano a las 24 horas aún en ausencia de ellos. Y es gracias a 
este reloj circadiano endógeno que tienen la posibilidad de anticipar y preparar 
su fisiología a los cambios ambientales. Por último, los relojes se caracterizan 
por poseer mecanismos de compensación a cambios de temperatura, los 
cuales posibilitan que el período de las oscilaciones no se modifique al variar la 
misma dentro de un rango fisiológico, el cual es diferente para cada especie.  
Todas estas propiedades permiten la interacción del reloj endógeno con 
los ciclos externos, modificando el período del mismo y equiparándolo al del 
ciclo ambiental.  
Drosophila melanogaster y los ritmos circadianos 
 
Dadas las propiedades anteriormente descriptas, el reloj circadiano se 
conceptualiza como un sistema de tres componentes: las llamadas vías de 
entrada (inputs, componente exógeno, zeitgeber) a través de las cuales llega la 
información del ambiente; un oscilador central (componente endógeno) 
formado por células marcapasos que mantienen el ritmo y determinan el 
período endógeno,  y las vías de salida (outputs, ritmos biológicos) que reciben 
la información del oscilador y modulan circadianamente diversas funciones 





Figura 1: Mecanismos generales de los ritmos biológicos. Modificado de (Muraro and Ceriani, 2014).  
En Drosophila, la principal clave sincronizadora es la luz, aunque 
también los ciclos de alta y baja temperatura (Glaser and Stanewsky, 2007) y la 
actividad social (Levine et al., 2002) funcionan como zeitgebers. Por lo tanto, 
las vías de entrada del sistema circadiano consisten principalmente en 
estructuras fotoperceptivas como los fotorreceptores de los ojos compuestos, 
los ocelos y dos estructuras extraretinales llamadas los ojuelos de Hofbauer-
Buchner (H-B eyelets). A su vez, la luz es percibida directamente en las células 
que contienen un oscilador a través del fotopigmento criptocromo (CRY por su 
nombre en inglés cryptochrome) (Emery et al., 1998; Stanewsky et al., 1998). 
El oscilador central reside en un grupo de neuronas del sistema nervioso 
central que funciona como marcapasos, comandando el ritmo endógeno del 
individuo y sincronizando la actividad de osciladores periféricos subordinados 
en distintos tejidos (Reppert and Weaver, 2001). En los mamíferos los ritmos 
circadianos están controlados por un grupo de neuronas que conforman los 
núcleos supraquiasmáticos hipotalámicos (NSQ o SCN en inglés), dos grupos 
de células nerviosas que están localizadas en la base del tercer ventrículo, 
sobre el quiasma óptico, en la parte anterior del hipotálamo. La lesión de los 
mismos trae aparejada la pérdida de la mayoría de estos ritmos, mientras que 
el trasplante de tejido embrionario que contenga estos núcleos los restaura 
(Meijer and Rietveld, 1989), introduciendo la ritmicidad del donante en el 




aproximadamente 10.000 neuronas divididas en dos regiones: una región 
ventral (también denominada “core”), y una región dorsal (también denominada 
“Shell”). En Drosophila el reloj constituye una red circadiana de 
aproximadamente 150 neuronas. En estas neuronas las oscilaciones 
moleculares de los ARN mensajeros y proteínas codificadas por ciertos genes 
del reloj son las responsables de generar y mantener el periodo endógeno.  
Las vías de salida desde el oscilador central constituyen el elemento 
circadiano del que menos información se posee. Estas vías incluyen procesos 
biológicos de distinto grado de complejidad que van desde el control de 
expresión de genes de segundo orden por parte de componentes canónicos del 
reloj, hasta la modulación de señales eléctricas, endócrinas y metabólicas que 
impactan en la fisiología de los tejidos periféricos. Por medio de estas vías de 
salida, el reloj circadiano modula procesos como ciclos de actividad y reposo, 
temperatura corporal, síntesis y liberación de hormonas, habilidad cognitiva, 
entre otros. En Drosophila, el comportamiento circadiano más estudiado es la 
actividad locomotora (Figura 2).  
 
Figura 2: Patrón poblacional de actividad locomotora de moscas macho wild type (salvajes). A. En 
presencia de ciclos de luz-oscuridad (LD, light-dark). Las moscas son animales crepusculares con dos 
picos de actividad, uno al amanecer y otro al atardecer, separados por una fase de baja actividad o siesta. 
Las barras negras y blancas representan períodos de oscuridad y luz respectivamente. B. En ausencia de 
claves ambientales (DD, dark-dark). El patrón comportamental es básicamente constante a lo largo del día 
subjetivo con pequeños incrementos de actividad en torno al inicio del día y de la noche subjetiva. Las 
barras negras y grises representan períodos de noche y día subjetivos respectivamente. Día subjetivo: 
momento del día donde debería haber luz si es que hubiera claves ambientales. Modificado de (Dubowy 
and Sehgal, 2017). 
Tal como se mencionó en párrafos previos para poner evidencia la 
acción del reloj endógeno es necesario aislar al individuo de todas las claves 
ambientales, y dejarlo en condiciones de libre curso (en inglés, free running). 




copia el anteriormente descripto, con pequeñas variaciones. En estos casos, se 
evidencia un pequeño aumento de la actividad en torno al momento en el cual 
el día debería comenzar (inicio del día subjetivo), luego un período de actividad 
más o menos constante, para volver más tarde a un nuevo aumento de la 
actividad, pero esta vez más pronunciado, al comienzo de la noche subjetiva. 
Por otra parte, existen mecanismos de enmascaramiento por medio de 
los cuales las vías de entrada pueden modular directamente la fisiología 
(Figura 1). Por ejemplo, la luz afecta de forma directa la actividad locomotora 
por lo cual incluso aquellos organismos que no poseen un reloj funcional 
pueden responder a las transiciones de fase mostrando un comportamiento 
que varía a lo largo del día pero no está controlado por un ritmo endógeno 
(Ashmore and Sehgal, 2003; Wheeler et al., 1993).  
El reloj molecular de Drosophila 
 
Se ha logrado identificar la existencia de dos ciclos transcripcionales de 
retroalimentación negativa, que conforman el reloj molecular de Drosophila, los 
cuales son fundamentales para la generación y el mantenimiento del mismo 
(Allada et al., 1998; Cyran et al., 2003; Glossop et al., 2003; Glossop et al., 
1999; Rutila et al., 1998). 
En el primero de los ciclos, los factores de transcripción CLOCK (CLK) y 
CYCLE (CYC) heterodimerizan y se unen a las secuencias E-box presentes en 
los promotores de genes como period (per), timeless (tim), vrille (vri) y pdp1 
(par domain protein 1), y de otros tantos genes regulados directamente por el 
reloj. La unión del heterodímero a las secuencias promotoras activa la 
transcripción generando un pico máximo de ARN mensajero de per y tim al 
inicio de la noche (entre 2-4 horas después de apagada la luz o ZT14-16. ZT –
Zeitgeber Time- se refiere a las horas transcurridas desde la última transición 
luz-oscuridad) (Figura 3). Sin embargo, las proteínas no se acumulan debido a 
la fosforilación de PER vía DBT que lleva a la ubiquitinación y degradación 
mediada por la E3 ligasa SLIMB. A su vez, durante el día la unión de CRY a 




vía proteasoma. Hacia la mitad de la noche se alcanzan niveles de PER y TIM 
tales que permiten su dimerización y el complejo PER-TIM-DBT es translocado 
al núcleo en un proceso dependiente de la fosforilación por SGG. Una vez en el 
núcleo, el complejo PER-TIM o sólo PER se uniría a CLK reprimiendo su propia 
transcripción. Este ciclo finaliza al comenzar el día cuando la presencia de la 
luz dispara la degradación de TIM mediada por CRY.  
 
Figura 3: Los dos ciclos de retroalimentación negativa. Gráficos modificados de UC San Diego 
BioClock Studio (CC BY 4.0).   
El segundo ciclo está determinado por las oscilaciones de VRI y PDP1ɛ. 
Durante el día y el inicio de la noche CLK y CYC activan la transcripción de vri 
y pdp1. VRI se acumula en fase con su mensajero e inhibe la transcripción de 
clk (Figura 3). Por su parte, PDP1 se acumula más lentamente y al final de la 
noche activa la transcripción de clk. De esta forma, los niveles de CLK oscilan 
en antifase con los mensajeros de los genes bajo su control de transcripción. 
Finalmente, una vez que se libera la represión por parte de PER, el dímero 
CLK/CYC es capaz de dirigir la transcripción de per, tim, vri y pdp1 para que 
comience un nuevo ciclo. La relevancia de VRI y PDP1 en la regulación 
positiva sobre los niveles de clk es clara en las neuronas del marcapasos 
central pero factores adicionales parecerían ser relevantes para el segundo 




Distintos zeitgebers pueden sincronizar al oscilador (Figura 1). Como ya 
se ha dicho, el más importante es la luz, pero el reloj circadiano puede ser 
sincronizado también por temperatura (Glaser and Stanewsky, 2007), claves 
sociales (Levine et al., 2002) y el magnetismo terrestre (Yoshii et al., 2009a), 
entre otros. 
En condiciones normales, cuando los zeitgebers sincronizan al reloj 
molecular, se utiliza la denominación “zeitgeber time” (ZT) para referirse al 
tiempo pasado desde la última transición. Así, por ejemplo, en el caso de la luz, 
se utiliza ZT para referirse al tiempo transcurrido desde la última transición 
oscuridad-luz, y usualmente es indicado en horas tiempo. Por ejemplo, ZT2 
indica que pasaron 2 hs desde que la luz se prendió. De manera similar, en 
condiciones de libre curso se utiliza la denominación “circadian time” (CT) para 
referirse al tiempo transcurrido desde el momento en que debería haber 
ocurrido la transición. En el caso de la luz, CT2 indicaría que transcurrieron 2 
hs desde que la luz debería haberse encendido, en caso que el periodo 
endógeno sea similar a 24h.   
El estudio de los outputs del reloj 
 
Una de las funciones principales del reloj circadiano es lograr que cada 
proceso del organismo se lleve a cabo en una fase determinada del ciclo 
ambiental diario, favoreciendo así su adaptación con el medio ambiente. 
La actividad locomotora de 
ritmos circadianos se representa 
frecuentemente en gráficos 
denominados “actogramas” (Figura 4), 
donde las barras horizontales 
superiores representan los ciclos de 
luz/oscuridad de cada día. Las barras 
negras horizontales graficadas de lado 
a lado (durante los períodos de luz) representan la actividad, mientras que el 
alto de cada una de ellas indica el número de eventos para el intervalo dado 
Figura 4: Actograma doublé-plot 
esquemático de un animal sometido a foto 
períodos cortos (LD 6:6). Modificado de (Jud et 




(por ejemplo, 5 minutos). Alineando el mismo actograma dos veces, dos días 
consecutivos son graficados de forma contigua para así obtener la llamada 
doble gráfica, o “double plot”, lo que facilita la visualización de ritmos 
existentes.  
 En entornos de 
luz/oscuridad (LD), el animal 
está sincronizado y su 
actividad comienza siempre a 
la misma hora y, por lo tanto, 
su período es de 24 horas 
(Figura 5). En condiciones 
constantes, sin embargo, el 
período endógeno de los 
animales puede variar. En ausencia de un ciclo de luz/oscuridad que actúe 
como sincronizador, los animales comienzan a estar activos cada día un poco 
más tarde, o un poco más temprano, dependiendo de la especie en estudio, 
manteniendo la fase de actividad según la hora que le indica su reloj biológico 
endógeno. 
Por más sorprendente e intrigante que sea la existencia de ritmos en 
libre curso, no debe olvidarse que la gran mayoría de las especies vive en 
ambientes cíclicos y la existencia de un reloj biológico solo tendría sentido 
adaptativo si el ritmo endógeno pudiese ajustarse a los ciclos ambientales. Este 
ajuste ocurre gracias a la sensibilidad de la mayoría de los organismos a las 
alternancias del medio ambiente y cada especie percibe y responde a las fases 
del ciclo ambiental más importante para su supervivencia. En presencia del 
zeitbeger el reloj biológico tiene su período y fase ajustados finamente al ciclo 
ambiental, en un proceso conocido como sincronización (Pittendrigh, 1960). 
Sea cual fuere el período en libre curso, la sincronización garantiza la 
vinculación del reloj biológico con los ciclos ambientales. En el caso del reloj 
circadiano, el mejor conocido y más estudiado, el ciclo de luz/oscuridad  ajusta 
ritmos de especies cuyo período en libre curso (representado por la letra griega 
tau, τ) es menor que 24 horas tan eficientemente como de aquellas con τ mayor 
que 24 horas (Aschoff et al., 1975).  
Figura 5: Esquema del registro de actividad locomotora 
de un animal nocturno en condiciones de laboratorio. 
Inicialmente sincronizado a un ciclo de luz/oscuridad de 24 hs, 
y bajo condiciones de oscuridad constante, el ritmo entra en 
libre curso con su período endógeno. Modificado de (Jud et 




La red neuronal circadiana de Drosophila 
 
Actualmente se conocen unas 150 neuronas en el cerebro adulto de 
Drosophila melanogaster que expresan TIM y PER, lo que define que sean 
conocidas como “neuronas reloj”. La mayoría de las actualmente conocidas 
como tales, fueron identificadas utilizando anticuerpos contra algunas de las 
proteínas centrales del reloj circadiano (¡Error! No se encuentra el origen de 
a referencia.). Estas neuronas reciben sus nombres en función de su posición 
en el cerebro, tamaño y patrón de expresión génica. Así se pueden encontrar 
dos grandes grupos, las neuronas laterales y las neuronas dorsales (LN y DN 
respectivamente, por sus siglas en inglés) (Figura 6). Las DN se subdividen a 
su vez en tres subgrupos a cada lado del cerebro, DN1 (15 neuronas), DN2 (2 
neuronas) y DN3 (40 neuronas). Por otro lado, las LN están formadas por 
cuatro pequeños subgrupos, también ubicados a cada lado del cerebro. Estos 
subgrupos están conformados por 3 a 4 neuronas posteriores laterales, 6 
neuronas laterales dorsales, 5 neuronas laterales ventrales pequeñas y 4 
neuronas laterales ventrales grandes (LPN, LNd, sLNv y lLNv respectivamente, 
por sus siglas en inglés). De las 5 sLNv, 4 expresan el neuropéptido Pigment 
Dispersing Factor (PDF), al igual que las lLNv; la restante sLNv es conocida 





Figura 6: El circuito neuronal de la mosca adulta. Grupos neuronales que expresan los genes del reloj. 
Además de las neuronas del circuito circadiano, el esquema representa las principales estructuras 
fotoperceptivas que transmiten la información lumínica al reloj endógeno (los rabdómeros R7 y R1-6 del 
ojo compuesto, los ocelos, H-B eyelet y H-B tract). aMe es la médula accesoria, región donde se 
encuentran los somas de las LNv. PI: Pars Intercerebralis. Modificado de (Helfrich-Forster et al., 2007). 
Es importante destacar que cada una de las neuronas dentro de los 
distintos grupos pueden no ser funcionalmente idénticas, ya que pueden recibir 
y liberar distintos neurotransmisores o neuropéptidos, expresar distintos 
complementos de genes o incluso diferenciarse de las proyecciones axonales y 
dendríticas (Figura 7). 
 
Figura 7: Caracterización neuroquímica de neuronas del circuito circadiano. El panel izquierdo 
detalla neurotransmisores/ neuropéptidos liberados por cada grupo de neuronas, mientras que el derecho 
cuales son los que reciben. El color distinto en las neuronas indica las moléculas que expresan dichas 
células. NPF (Neuropéptido F), sNPF (short NPF), ITP (Ion Transport Peptide) y Ach (Acetilcolina). 
Cuando no se conoce el contenido peptidérgico de las neuronas se indica con color negro. Modificado de 




La actividad conjunta de las neuronas del circuito circadiano define un 
comportamiento locomotor rítmico robusto pero plástico a distintas condiciones 
ambientales. En ese sentido, las DN2 y LPN están involucradas en el 
entrenamiento por temperatura (Miyasako et al., 2007; Yoshii et al., 2009b), un 
subgrupo de las DN1 integra tanto información lumínica como térmica para 
controlar el comportamiento locomotor rítmico (Zhang et al., 2010), las LNd y la 
5ta sLNv (PDF
-) controlarían la actividad locomotora durante el atardecer  
(Grima et al., 2004; Stoleru et al., 2004) o la actividad durante todo el día en 
fotoperiodos largos (Rieger et al., 2009) mientras que las sLNv PDF+ 
controlarían la actividad locomotora durante el amanecer (Grima et al., 2004; 
Stoleru et al., 2004) y la actividad durante todo el día en fotoperiodos cortos 
(Picot et al., 2007; Stoleru et al., 2007).  
Los trabajos mencionados demuestran la capacidad de la red neuronal 
circadiana de adaptarse a distintas condiciones ambientales y que cada grupo 
neuronal juega un rol relevante en dicha plasticidad. Sin embargo, existe una 
clara jerarquía en cuanto a la relevancia de la función de cada grupo neuronal 
para el control rítmico en ausencia de claves ambientales. El correcto 
funcionamiento de las LN es necesario y suficiente para generar ritmos 
robustos de actividad locomotora y eclosión en ausencia de claves 
ambientales. Moscas que expresan per sólo en las LN son rítmicas aunque no 
con la misma robustez que individuos wild type (Frisch et al., 1994). Más aún, 
el rescate de la expresión de per restringido a las LNv es suficiente para 
restaurar (parcialmente) la ritmicidad comportamental (Grima et al., 2004). A su 
vez, la ablación específica de las neuronas LNv PDF+ resulta en la pérdida del 
comportamiento rítmico de actividad locomotora (Renn et al., 1999) por lo que 
las neuronas PDF constituirían el marcapasos circadiano principal.  
Múltiples evidencias sugieren que el oscilador central de Drosophila se 
encuentra dentro de las sLNv. La primera evidencia surge de la observación de 
la morfología; mientras que las lLNv envían sus axones hacia el sistema visual, 
las sLNv proyectan y liberan PDF hacia el protocerebro dorsal donde contactan 
con grupos relevantes para el control del comportamiento (Gorostiza et al., 
2014; Helfrich-Forster et al., 2007; Shafer et al., 2008). En segundo lugar, 




pierden inmediatamente en ausencia de claves ambientales mientras que se 
mantienen en las sLNv (Roberts et al., 2015; Shafer et al., 2002). Por otra parte, 
los niveles de PDF se encontrarían regulados por los factores de transcripción 
CLK y CYC (Mezan et al., 2016; Park et al., 2000; Sabado et al., 2017) , 
aunque aún no se ha logrado demostrar que ocurra de forma cíclica (Park and 
Hall, 1998). 
Además de la ritmicidad en ausencia de claves ambientales, el reloj 
circadiano controla ciertos aspectos del comportamiento en ciclos de luz-
oscuridad (LD, fase de entrenamiento). En Drosophila, hay una respuesta 
directa a las transiciones de fase y además anticipaciones de cada una de ellas 
que se manifiestan como un incremento gradual de la actividad hacia el final 
del día y hacia el final de la noche (Figura 2). La anticipación al cambio de fase 
es un aspecto del comportamiento en LD que está controlado por el sistema 
circadiano, y estaría comandado por dos osciladores distintos; un oscilador M 
(morning oscillator, en inglés) controlaría la anticipación a la mañana y se 
aceleraría por la acción de la luz, mientras que un oscilador E (evening 
oscillator, en inglés) sería responsable de inducir la actividad de anticipación a 
la noche y se enlentecería por la acción de la luz (Lamba et al., 2014; 
Schlichting et al., 2016). Por medio de manipular el reloj molecular o la ablación 
de distintos grupos neuronales circadianos y luego analizar el comportamiento 
en LD se ha demostrado que las LNv PDF
+ (probablemente sólo las sLNv PDF
+) 
controlan la anticipación de la mañana mientras que la anticipación de la tarde 
está controlada por las LNd, DN1 y posiblemente la 5ta sLNv PDF
- (Grima et al., 
2004; Stoleru et al., 2004). Actualmente se entiende que la función como 
oscilador M o E no estaría necesariamente restringida a ciertos grupos 
neuronales definidos anatómicamente sino que dependería de las condiciones 
ambientales de sincronización (Peschel and Helfrich-Forster, 2011). 
Las neuronas laterales ventrales, el circuito PDF 
 
Múltiples evidencias sugieren que el oscilador central de Drosophila se 




resultando en la arritmicidad comportamental (Renn et al., 1999). Entre los 
mecanismos que se proponen para la transferencia de la información 
circadiana se destacan la acción del neuropéptido PDF, los cambios diarios de 
la conectividad de las neuronas PDF y la modulación de la actividad eléctrica 
del circuito circadiano. 
Moscas que no expresan PDF (pdf0) presentan claras alteraciones de la 
ritmicidad comportamental (Renn et al., 1999) así como una desincronización 
en las oscilaciones moleculares en los grupos dorsales (LNd y DN1)(Lin et al., 
2004; Peng et al., 2003). Por estas razones se ha postulado al neuropéptido 
PDF como un factor sincronizador del circuito circadiano. Estos mismos 
fenotipos han sido observados en mutantes para el receptor de PDF (PDFR, 
han5304)(Hyun et al., 2005; Im et al., 2011). Como se describió en la sección 
anterior, las LNv PDF positivas pueden dividirse en 4 sLNv y 4 lLNv. Las sLNv 
envían sus proyecciones axonales en forma de un haz fasciculado hacia la 
región dorsal del cerebro (Helfrich-Forster, 1995, 1997), donde se encuentran 
las DN1 y la pars intercerebralis (PI), un área compuesta por neuronas del 
sistema neuroendócrino. Por otro lado, las lLNv proyectan sus axones 
fasciculados ipsi-contralateralmente e inervan los lóbulos ópticos (Figura 8).  
Si bien tanto las lLNv como las sLNv expresan PDF, solo estas últimas 
tienen un efecto sobre la organización temporal de la actividad locomotora. 
Esto se evidencia en la comparación del análisis de la actividad locomotora en 
ausencia de claves ambientales entre Drosophila melanogaster y Drosophila 
virilis. Ésta última, a diferencia de D. melanogaster, no expresa PDF en las 
sLNv pero sí en las lLNv, y su comportamiento es muy similar al que se observa 
en los mutantes pdf01 (Bahn et al., 2009).  
Las sLNv son consideradas, por lo tanto, el marcapasos central de 
Drosophila. La sola presencia de las proyecciones derivadas de una de ellas en 
el protocerebro dorsal promueve una actividad locomotora circadiana 
semejante a la de un individuo silvestre (Helfrich-Forster, 1998). Éstas ponen 
en fase a la mayoría de los osciladores en el cerebro (Stoleru et al., 2005; 
Yoshii et al., 2009c) y, como ya se ha dicho, son indispensables para sostener 




et al., 2004). Estas acciones están mediadas en parte por la liberación de PDF, 
quien comanda la sincronización interna de la red en condiciones de libre curso 
(Lear et al., 2009; Lin et al., 2004). Se ha visto que la marca inmunoreactiva de 
PDF oscila en las terminales dorsales de las sLNv y que esta oscilación 
depende del control del reloj molecular circadiano (Park et al., 2000). Sin 
embargo, ni el ARNm, ni la inmunoreactividad de PDF oscilan en el soma, por 
lo que se asume que diversos mecanismos deben estar gobernando la 
acumulación y/o secreción de PDF desde las terminales axonales de las sLNv. 
 
Figura 8: Proyecciones individuales de las LNv. Se muestran las proyecciones de una sLNv a cada 
lado del cerebro (en naranja y rojo). Lo mismo ocurre con las lLNv (en este caso en gris y negro). POT: 
tracto óptico posterior; MeA: médula accesoria; LO: lóbulo óptico. Adaptado de (Helfrich-Forster et al., 
2007).  
Sumado a los cambios en la disponibilidad del neuropéptido, estudios 
realizados en nuestro laboratorio demostraron que la estructura de las 
terminales axonales de las sLNv sufre groseros cambios morfológicos 
circadianos. Durante la mañana, cuando los niveles del neuropéptido son altos, 
las terminales axonales se encuentran más desarrolladas, mientras que 
durante la noche, cuando los niveles de PDF son bajos, la complejidad de las 
terminales es menor (Fernandez et al., 2008). A este fenómeno lo llamamos 
plasticidad estructural circadiana (Muraro et al., 2013), cuyos cambios 




las neuronas marcapasos y, en consecuencia, contribuir a la transmisión de la 
información circadiana (Fernandez et al., 2008). 
Plasticidad estructural circadiana 
 
Las oscilaciones en los niveles de PDF no son los únicos cambios 
circadianos que ocurren en las terminales dorsales de las sLNv. En 2008 
nuestro laboratorio demostró que las proyecciones dorsales muestran cambios 
morfológicos entre el día y la noche (Fernandez et al., 2008). Durante el día las 
arborizaciones dorsales del circuito se encuentran en una configuración más 
compleja, caracterizado por un aumento en el número de neuritas o la 
desfasciculación de las existentes,  y lo denominamos como un circuito 
“abierto” o complejo. Por la noche, por el contrario, las arborizaciones pierden 
esa complejidad y adoptan una configuración denominada como “cerrada” 
(Figura 9). Esta oscilación en la estructura no puede evidenciarse en mutantes 
para proteínas centrales del reloj, como per01 y tim01 (Fernandez et al., 2008), 
lo cual indicaría que es un fenómeno controlado por el reloj biológico (Figura 
10). 
Estos cambios en la complejidad de las terminales de las sLNv pueden 
ser cuantificados de una manera relativamente sencilla utilizando una 
modificación del análisis de Sholl (Sholl, 1953), mostrando más 
entrecruzamientos axonales por la mañana y menos entrecruzamientos 





Figura 9: Remodelación axonal diaria de las terminales dorsales de las neuronas PDF. A. Método de 
medición de la complejidad axonal. Imagen confocal de un hemicerebro en donde la membrana de las 
neuronas PDF está marcada por la expresión de CD8GFP. La región de análisis está delimitada con línea 
punteada (arriba). Diagrama explicando el método de cuantificación de la complejidad de la estructura 
(abajo). B. Imágenes de confocal representativas tomadas durante el principio de la mañana (ZT2) y el 
principio de la noche (ZT14) mostrando la oscilación en la señal del neuropéptido PDF (rojo) así como los 
cambios estructurales (verde), y el merge entre ambas. C. El número total de intersecciones entre los 
anillos concéntricos y las proyecciones axonales es significativamente distinto entre animales salvajes 
disectados durante el día (ZT2) y la noche (ZT14). D. La complejidad de las arborizaciones axonales es 
consistentemente menor a lo largo de toda la proyección en la configuración nocturna. Modificado de 
(Fernandez et al., 2008). 
La plasticidad estructural de las neuronas PDF no es una respuesta 
directa a los ciclos de luz/oscuridad sino un verdadero fenómeno regulado por 
el reloj endógeno puesto que sigue ocurriendo en ausencia de claves 
ambientales, y desaparece en mutantes canónicos del reloj (Figura 10). 
Además, este tipo particular de plasticidad estructural persiste a lo largo de los 
días y no está restringido sólo a individuos recién eclosionados (incluso 
animales de 2 semanas de edad presentan remodelamiento axonal circadiano 







Figura 10: El remodelamiento axonal de las sLNv es un fenómeno controlado por el reloj 
circadiano. A. Los cambios en el grado de ramificación están preservados en ausencia de claves 
ambientales. Imágenes de microscopio confocal representativas de cerebros disectados al principio del 
día subjetivo (CT2) y de la noche subjetiva (CT14) y teñidos con anti-PDF (rojo) y anti-GFP (verde) 
(izquierda). El número de entrecruzamientos totales es significativamente mayor a CT2 respecto a CT14 
(derecha). B. Mutantes del reloj no presentan plasticidad estructural. Mutantes nulos de per (per
01
) y de 
tim (tim
01
) no muestran diferencias significativas en el número total de entrecruzamientos al inicio de la 
mañana (ZT2) y el inicio de la noche (ZT14). Modificado de (Fernandez et al., 2008). 
Son solo contados los estudios que describen este fenómeno regulado 
por el reloj endógeno (Fernandez et al., 2008). Llamativamente el máximo de 
complejidad reportado coincide con el pico de máxima depolarización de estas 
neuronas (Cao and Nitabach, 2008; Cao et al., 2013). A su vez  se demostró 




resulta en la pérdida parcial de la remodelación circadiana, con circuitos de una 
configuración poco compleja (Depetris-Chauvin et al., 2011). Todo esto indica 
que es un fenómeno que no sólo depende del correcto funcionamiento del reloj 
molecular, sino también de la actividad eléctrica neuronal.  
Aunque hace algunos años se reportó que estos cambios diarios en las 
terminales de las sLNv resultan de cambios en el grado de fasciculación 
regulados por el factor de transcripción Mef2 (Sivachenko et al., 2013) 
Adicionalmente, se ha demostrado que la remodelación depende de cambios 
en el citoesqueleto de actina (Petsakou et al., 2015). En este sentido, la 
plasticidad estructural es un fenómeno de gran complejidad que compromete 
cambios en el número de sinapsis, en la densidad de fibras axonales, en el 
patrón de arborización de axones y dendritas, en los patrones de conectividad 
sináptica e incluso cambios en el número de células dados en la neurogénesis 
adulta (Butz et al., 2009).  
Más aún, hace algunos años nuestro laboratorio demostró que la 
desregulación específica en estadios adultos de los niveles de las 
metaloproteasas de matriz MMP1 y MMP2, particularmente en las sLNv, 
interrumpe el fenómeno de plasticidad estructural, aunque solo MMP1 afecta 
los niveles de PDF en las terminales de estas neuronas. Esto se confirmó con 
experimentos in vitro, donde se observó que MMP1 tiene la capacidad de clivar 
a PDF (Depetris-Chauvin et al., 2014). Curiosamente, se encontró que la 
disminución directa de los niveles de PDF a través de la expresión de un ARN 
de interferencia de forma adulto-específica, provoca la pérdida de la 
remodelación estructural circadiana (Depetris-Chauvin et al., 2014). Todo esto 
indica que estas oscilaciones en los niveles de PDF que ocurren en las 
terminales dorsales de las sLNv están íntimamente relacionadas con los 
cambios mofrológicos diarios que se dan en las mismas. Es por esto que 
resulta de gran interés poder ahondar en esta relación, ya que conforman las 
dos vías de salida preponderantes de las sLNvs.  





La señal de PDF actúa por medio de su receptor PDFR (Lear et al., 
2005; Mertens et al., 2005), una proteína expresada en alrededor de la mitad 
de las neuronas reloj (Im and Taghert, 2010). PDFR es una proteína 
transmembrana acoplada a una proteína G (Gsα) cuya activación conlleva a un 
incremento de los niveles de AMPc (Hyun et al., 2005; Mertens et al., 2005). En 
respuesta a aplicación exógena de PDF se observa un aumento de AMPc en 
varias de las neuronas reloj, implicando que gran parte de la red circadiana, 
incluídas las propias sLNv pero no las lLNv, podría responder al neuropéptido 
(Shafer et al., 2008). Más recientemente se ha descripto que el neuropéptido 
PDF señaliza a través de distintas adenilato ciclasas (AC) en diferentes grupos 
neuronales (Duvall and Taghert, 2012); de esta forma, la información circadiana 
provista por el neuropéptido podría ser leída por las neuronas PDFR+ de forma 
distinta y activar diferentes cascadas de señalización río abajo del mismo 
receptor.  
La señalización de PDF opera a través de dos mecanismos para regular 
el comportamiento circadiano: a través de una vía que resetea el reloj, donde 
se marca a TIM via PKA para mantener la sincronía/poner en hora las 
oscilaciones moleculares en distintos grupos de neuronas reloj;  y 
potencialmente modulando la actividad de un canal activable por AMPc, que 
modularía la excitabilidad, al menos de algunos grupos de neuronas reloj; este 
último es  independiente de PKA (Seluzicki et al., 2014) (Figura 11), pero 
también podría impactar en el nivel de expresión de genes controlados por el 
reloj (Mizrak et al., 2012). Se ha demostrado que la expresión de una forma 
activada de PKA puede rescatar la mayoría de los fenotipos de los mutantes de 







Figura 11: Modelo de la bifurcación en la vía de señalización de PDF/PDFR en el control del reloj 
molecular y la excitabilidad neuronal. PDFR actúa a través de proteínas G y adenliato ciclasa (AC) 
para incrementar los niveles de AMPc, lo cual activa directamente un canal de bloqueo cíclico de 
nucleótidos (en inglés cyclic-nucleotide-gated cannel, CNG cannel) (vía color verde) para depolarizar de 
forma aguda la célula e incrementar los disparos de potencial de acción (aumento en la actividad 
eléctrica). El AMPc también activa a PKA, promoviendo la estabilidad de TIM y su participación en el reloj 
molecular (vía color azul). La luz azul activa a CRY, que a su vez promueve la degradación de TIM. El 
reloj molecular además controla la transcripción de PKA, para así controlar la transducción de señales al 
reloj a través de un mecanismo de retroalimentación. Modificado de (Seluzicki et al., 2014). 
Las neuronas reloj controlan rítmicamente su sensibilidad a PDF, 
sugiriendo que la expresión rítmica de AMPc debido a PDF y la transcripción 
rítmica de PKA colaboran para establecer una señal momento del día 
específica para así sincronizar osciladores PDF de no-PDF (Seluzicki et al., 
2014).  
La glia en el sistema nervioso de Drosophila 
 
Las células gliales del cerebro, en particular astrocitos y microglia, 
secretan moléculas que regulan la comunicación glia-glia o glia-neurona y, por 
lo tanto, la actividad sináptica. Hay evidencia que muestra que las células 
gliales tienen roles críticos en la modulación de la transmisión sináptica, en la 
plasticidad y el comportamiento, además de su caracterizada función en el 
desarrollo de la sinápsis y la neurodegeneración (Brown and Neher, 2014; 
Clarke and Barres, 2013; Stork et al., 2012). Estudios recientes en Drosophila 




neuronal (Melom and Littleton, 2013; Rusan et al., 2014), en la visión (Borycz et 
al., 2002; Chaturvedi et al., 2014; Stuart et al., 2007), en el comportamiento 
circadiano (Ng et al., 2011; Suh and Jackson, 2007), en el sueño (Chen et al., 
2015; Seugnet et al., 2011), en sensibilidad comportamental a drogas (Bainton 
et al., 2005) y en olfacción (Liu et al., 2014). 
Glia y comportamiento circadiano 
 
Mientras que se sabe muy poco de gliotransmisores en Drosophila, 
contamos con amplia evidencia de los roles de las células gliales en la 
modulación de la ritmicidad del comportamiento circadiano. Varios estudios han 
documentado la expresión rítmica de proteínas reloj y otras proteínas 
neuronales en la glia del cerebro adulto de Drosophila (como PER, TIM, Ebony, 
CREB2, Na+/K+-ATPasa) (Damulewicz et al., 2013; Suh and Jackson, 2007; 
Tanenhaus et al., 2012; Zerr et al., 1990). El uso de herramientas genéticas en 
Drosophila ha revelado que la glia es un elemento crítico para los circuitos 
neuronales que subyacen al comportamiento circadiano y el sueño (Chen et al., 
2015; Ng et al., 2011; Seugnet et al., 2011). 
La primera evidencia directa de un rol para la glia de Drosophila en la 
actividad comportamental circadiana fue el análisis de ebony (Suh and 
Jackson, 2007), una sintetasa peptídica no ribosomal específia de glia que 
juega un papel en el reciclado de neurotransmisores aminérgicos (Borycz et al., 
2002). Suh y Jackson (2007) revelaron que ebony tiene un rítmo circadiano en 
las células gliales del cerebro adulto, que no depende de PDF. Además los 
autores muestran que muchas de las células de la glia que expresan Ebony 
también muestran expresión rítmica de per y tim, lo que es indicativo de una 
función reloj, y es consistente con trabajos previos que demuestran la 
presencia de relojes basados en PER/TIM en la glia del adulto (Zerr et al., 
1990). Asimismo, estudios genéticos tejido-específicos demuestran que se 
requiere a Ebony en la glia para la normal ritmicidad comportamental. Análisis 




Ebony son astrocitos, involucrando a este subtipo de células gliales en la 
ritmicidad comportamental.  
La glia y el circuito PDF 
 
Los estudios que demuestran que la glia puede modular el 
comportamiento en Drosophila (Ng et al., 2011) se basaron en la expresión de 
un canal de sodio bacteriano (NaCHBac) o de una variante mutada de 
dinamina sensible a temperatura, que funciona como dominante negativa 
(shiTS) para alterar la exocitosis/endocitosis específicamente en la glia, lo cual 
resultó en la pérdida de la ritmicidad comportamental, exclusivamente al 
interferir con este proceso en astrocitos y no así en otros subtipos gliales. Esto 
demuestra que, de forma similar a los mamíferos, en Drosophila los astrocitos 
son importantes reguladores del comportamiento en el adulto.  
Un hallazgo importante de estos estudios es que las perturbaciones 
generadas por shiTS tienen efectos reversibles en la ritmicidad comportamental; 
es decir, a temperaturas en las que la mutante interfiere con el reciclado 
vesicular, se observan claro efectos en los patrones de actividad, que se 
recuperan una vez que los individuos son transferidos a temperaturas en las 
que la mutante no es activa, en fase con la correspondiente a la condición de 
sincronización. Esta reversibilidad y ausencia de un corrimiento de fase 
sugieren que la glia modula rutas de salida del reloj, sin afectar el reloj per se. 
Confirmando esto, se ha demostrado que la pérdida de función de la glia de 
forma adulto-específica (con shiTS a altas temperaturas) no afecta el estado del 
reloj molecular neuronal, ni la viabilidad de neuronas o astrocitos, pero 
correlaciona con niveles alterados (elevados) de PDF dentro de las terminales 
axonales de las sLNv (detectado por inmunoreactividad), que son reversibles 
una vez alcanzado el estado original. Más recientemente se ha demostrado 
que disminuir los niveles de un factor que bloquearía la exocitosis 
exclusivamente en la glia, provoca la pérdida de la ritmicidad y una disminución 




Estos resultados comportamentales y moleculares sugieren que los 
astrocitos del cerebro adulto de Drosophila secretan al menos un factor 
vesicular que regula rutas de salida del reloj neuronal (Figura 12). 
 
 
Figura 12: Modelo esquemático que ilustra la interacción glia-neurona dentro del sistema 
circadiano de Drosophila. PDF actúa en receptores acoplados a proteínas G (clase II, familia B), los 
cuales se encuentran presentes en neuronas de la red circadiana para coordinar relojes neuronales. Se 
representa la regulación de la fisiología de una neurona circadiana por un astrocito. El rectángulo azul 
representa un receptor o transportador hipotético que media los efectos del factor glial liberado. Las líneas 
punteadas indican la presencia de elementos o rutas indefinidas involucradas en la comunicación glia-


































Hace unos años se describieron cambios a lo largo del día en la 
morfología de las proyecciones de un grupo central de “neuronas reloj”, 
fenómeno denominado “plasticidad estructural circadiana”. Puesto que estas 
neuronas (conocidas como neuronas sLNv o PDF porque liberan el 
neuropéptido pigment dispersing factor) cumplen un papel fundamental en el 
circuito que controla los ciclos de actividad y reposo en la mosca adulta se 
planteó la posibilidad que la plasticidad estructural contribuya a dicha 
ritmicidad. La presente tesis doctoral se centró en caracterizar los mecanismos 
moleculares que subyacen a este fenómeno.  En ese contexto, los objetivos 
particulares/específicos son: 
 Evaluar si la plasticidad estructural es regulada por el reloj de forma 
autónoma de célula. Puesto que un sinnúmero de procesos circadianos 
están bajo el control directo de la maquinaria del reloj, es esperable que 
el reloj presente en las sLNvs sea necesario y suficiente para disparar 
los cambios en la morfología de las terminales. 
 Definir si otros relojes, por ejemplo los presentes en la glia, contribuyen 
a la remodelación. 
 Ahondar en el rol de PDF, y particularmente, la posibilidad que medie 
parte de la remodelación en forma dependiente del momento del día.  
 Analizar la relación entre los niveles de PDF, el fenómeno de plasticidad 
estructural y cambios en la excitabilidad de las neuronas LNvs.. 
Estos objetivos tienen como finalidad corroborar las siguientes hipótesis 
de trabajo: 
 La plasticidad estructural es un fenómeno que depende de un reloj 
autónomo de célula.  
 El neuropéptido PDF juega un papel autónomo de célula.  
 PDF tiene un rol diferencial en la remodelación de las terminales de las 


























Materiales y me todos
Materiales y métodos 
39 
 
1. Líneas de Drosophila empleadas 
1.1. Mantenimiento de Stocks 
Se utilizaron dos sistemas distintos para el criado y mantenimiento de 
las moscas. Los cruzamientos y el mantenimiento de los stocks se realizaron 
en viales de plástico de 2 cm de diámetro y 10 cm de altura conteniendo medio 
de cultivo a base de polenta, sacarosa, agar, levadura, nipagín y ácido 
propiónico. Para el criado a mayor escala se utilizaron botellas de plástico de 
250 ml (Genesee Scientific) con aproximadamente 50 ml del mismo medio de 
cultivo. En los experimentos en donde se utilizó la línea pdfGS se suprimió el 
agregado de ácido propiónico en el medio de cultivo para evitar que el cambio 
de pH pudiese afectar la acción de la droga inductora.  
Los stocks y las botellas para la recolección de moscas fueron 
mantenidos en un cuarto a 18 °C. El laboratorio cuenta también con 8 
incubadoras que permiten controlar las condiciones de luz, temperatura y 
humedad. Los cruzamientos fueron mantenidos en estas incubadoras a 25 °C y 
en ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad. 
Para seleccionar individuos según sexo, presencia o ausencia de 
cromosomas balanceadores, color de ojos, etc., las moscas se observaron bajo 
la lupa sobre una plataforma porosa a través de la cual se filtra CO2, que en 
Drosophila tiene efecto anestésico. En los casos donde fue necesario 
seleccionar individuos en ausencia de claves ambientales (oscuridad 
constante) se utilizó luz roja que no es percibida por las moscas. Los 
cruzamientos normalmente consistieron en 3 hembras por cada 2 machos. En 
general se agregó una pequeña cantidad de levadura en polvo a cada vial para 
optimizar la ovipuesta. 
1.2. Nomenclatura de Drosophila 
Drosophila es un organismo diploide que cuenta con un par de 
cromosomas sexuales (el par 1 que es, XX en hembras y XY en machos) y 3 
autosomas (el par 2, 3 y 4). El cromosoma Y suele presentar estructura 
heterocromática por lo que no expresa muchos genes. De los 3 autosomas, el 
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cuarto es muy pequeño, contiene muy pocos genes y por eso muchas veces es 
ignorado.  
En Drosophila el genotipo de cada mosca se escribe de una manera 
estandarizada. El detalle de cada cromosoma se separa con punto y comas “;” 
y de izquierda a derecha se nombra desde el par 1 al 4. Cromosomas 
homólogos se separan por una barra inclinada / y los cromosomas que 
corresponden a cada parental se colocan ordenados hacia la izquierda y la 
derecha de dicha barra. Si el genotipo de un cromosoma es el mismo para 
ambos parentales, se lo indica sólo una vez sin poner la barra. Por otra parte, si 
el genotipo para un cromosoma es salvaje se indica con un +. Si el genotipo de 
los pares de cromosomas “hacia los extremos” es salvaje no se indica en el 
genotipo para resumir. A continuación se presenta un ejemplo de genotipo 
extendido y resumido. 
Cromosoma  
X II III IV  






Tabla 1: Diferentes formas de escribir los genotipos en Drosophila melanogaster. 
A su vez, cuando se quiere indicar más de un gen o transgen en un 
mismo cromosoma se indica separando con una coma. En el ejemplo 
presentado a continuación los transgenes pdf-GAL4 y UAS-CD8GFP se 
encuentran en el mismo cromosoma (II del mismo parental) mientras que el 
transgen UAS-CLK se encuentra en el par homólogo (II pero del otro parental): 
pdf-GAL4,UAS-CD8GFP/UAS-CLK 
Por último, los genes se escriben en minúscula e itálica (gen) mientras 
que las proteínas se indican en mayúscula y letra regular (PROTEÍNA). 
1.3. Cromosomas balanceadores y generación de líneas 
Una de las herramientas más útiles del repertorio disponible para el 
análisis mediante enfoques genéticos de Drosophila son los cromosomas 
balanceadores, ya que impiden la pérdida de mutaciones de interés por 
recombinación y facilitan la combinación de elementos transponibles. Están 
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formados por múltiples inversiones, lo que determina que tengan una baja 
probabilidad de recombinación homóloga. Suelen contar además con 
mutaciones que les atribuyen marcadores fenotípicos dominantes facilitando el 
análisis de segregación en la progenie. Además, en general poseen 
mutaciones letales recesivas, lo que impide que en la progenie se obtengan 
individuos homocigotas para el balanceador. La ventaja de esto es que permite 
la construcción y el mantenimiento de líneas que portan mutaciones letales en 
homocigocis. En el transcurso de esta tesis se utilizaron los cromosomas 
balanceadores CyO (II), SM6(II), TM3 (III) y TM6b (III). Además, la línea DB 
(double balancer), que posee los balanceadores CyO y TM3 sobre un marcador 
denominado ES, que es una fusión entre el segundo y tercer cromosoma.  
Gracias a dichos cromosomas balanceadores es posible combinar 
fácilmente mutaciones que están en distintos cromosomas (generando líneas 
denominadas comúnmente “dobles homocigotas”). Por otra parte, también es 
posible combinar mutaciones que se encuentren en el mismo cromosoma 
(generando “líneas recombinantes”).  
1.4. El sistema GAL4/UAS y el sistema GeneSwitch 
El sistema heterólogo proveniente de levadura UAS-GAL4 es una 
herramienta muy útil para dirigir la expresión de un gen de interés en un tejido 
determinado (Brand and Perrimon, 1993). La base de este sistema es la 
afinidad del factor de transcripción GAL4 por la secuencia UAS (Upstream 
Activating Sequence). Una línea que expresa GAL4 bajo un promotor 
específico de tejido (Promotor), denominada línea inductora, se cruza por otra 
que expresa un gen X bajo la secuencia UAS (línea UAS-genX); entre la 
progenie, sólo en aquellos individuos que posean ambas construcciones se 
expresará el gen X bajo el promotor específico deseado (Figura 13). 




Figura 13: Esquema del funcionamiento del sistema heterólogo UAS-GAL4. Dos líneas transgénicas, 
una portando una construcción que alberga el promotor específico deseado controlando la expresión del 
factor de transcripción GAL4, y otra cuya construcción porta la secuencia UAS controlando el gen X, se 
cruzan para obtener en la progenie moscas que expresen el gen X en el patrón espacial y temporal del 
promotor utilizado. Modificado de (Brand and Perrimon, 1993). 
Además de la inducción tejido específica en ocasiones es necesario 
regular temporalmente la expresión de genes o transgenes. En Drosophila 
existen diversos sistemas de expresión inducibles basados en drogas 
inductoras o en moléculas represoras de la actividad de GAL4, inactivables por 
temperatura. En esta tesis utilizamos dos de ellos, el sistema GeneSwitch 
basado en la activación con drogas análogas a la progesterona (Osterwalder et 
al., 2001), y el sistema termosensible, llamado TARGET, inducible por 
temperatura (McGuire et al., 2004). El sistema GeneSwitch (GS) es una fusión 
del dominio de reconocimiento al ADN de GAL4 al dominio de unión al ligando 
del receptor de progesterona humana. La unión de progesterona, o de 
análogos como el esteroide RU486 (mifepristone, Sigma, USA), activa el GAL4 
permitiendo la activación de genes río abajo de la secuencia UAS (Figura 14).  




Figura 14: Esquema del funcionamiento del sistema inducible GeneSwitch. En ausencia de 
inductor los animales que presentan ambos transgenes (Promotor-GAL4 y UAS-genX) no activan la 
transcripción de los genes río debajo de la secuencia UAS. En cambio, cuando se agrega el inductor RU 
al sistema el gen X se expresa en el patrón espacial y temporal del promotor utilizado. 
En el sistema termosensible, inducible por temperatura, como su nombre 
lo indica, se basa en la expresión conjunta del factor de transcripción GAL4 y 
su represor, el factor de transcripción GAL80TS. A temperaturas bajas (20-22oC) 
el GAL80TS está activo y reprime la actividad del GAL4, impidiendo así la 
transcripción de genes controlados por UAS. Pero a temperaturas altas (28-
30oC), el GAL80TS sufre cambios conformacionales y se inactiva, permitiendo la 
unión del GAL4 a la región UAS, y la transcripción del gen de interés (Figura 
15). 
 
Figura 15: Esquema del funcionamiento del sistema inducible termosensible. A temperaturas bajas 
el factor de transcripción GAL80 reprime la actividad del GAL4, mientras que a temperaturas altas deja de 
ser funcional permitiendo la unión del GAL4 a la región UAS, para que ocurra la transcripción del gen de 
interés X.  
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1.5. Inducción de los sistemas de expresión en larvas, pupas 
y adultos 
Para la inducción del sistema GeneSwitch en adultos, se mezcló la 
droga RU486 (mifepristone, Sigma, USA) disuelta en etanol 80% en la comida 
hasta llegar a una concentración final de 200 µg/ml. En los experimentos de 
inducción aguda del pdfRNAi (por 24hs) se utilizaron 500 µg/ml para aumentar el 
grado de inducción del sistema. En los controles sin inducción se reemplazó la 
droga por la misma cantidad de etanol (Vehículo). 
Para la inducción a través del sistema termosensible, se mantuvieron los 
cruzamientos a 18ºC hasta la la emergencia de los adultos, para así mantener 
al sistema inactivo y no afectar al desarrollo. Una vez obtenidos los individuos 
adultos (de al menos 48hs) del genotipo deseado, se los transfirió a 30º para 
inactivar al GAL80. 
1.6. Stocks utilizados 
1.7.  
Genotipo Procedencia Cromosoma 
Líneas controles y Balanceadoras 
w1118 Bloomington Stock Center  
dB: y+;CyO;TM3/ES Generada en el laboratorio  
SM6;TM6YFP/ES 
pdf-dsRed 
Generada en el laboratorio 
Dr. Justin Blau 
 
II y III 
Líneas inductoras   
pdf-GS Generada en el laboratorio III 
pdf-GAL4 # 6900 Bloomington Stock Center II 
pdfR-GAL4 
tub-GAL80TS 
Dra. Leslie Griffith (Brandeis Univ.) 







#7126 Bloomington Stock Center 
#25373 Bloomington Stock Center 
Dr. Taishi Yoshii 






Líneas UAS   
UAS-CD8GFP Bloomington Stock Center II 
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UAS-myrRFP Dr. Henry Chang (Purdue 
University) 
III 
UAS-Dicer2 Vienna Drosophila RNAi Center 
(VDRC) 
II y III 








#4380 Vienna Drosophila RNAi 
Center (VDRC) 
#38347 Bloomington Stock Center 
#26263 Bloomington Stock Center 
#40878 Bloomington Stock Center 













#29583 Bloomington Stock Center 
#2886 Vienna Drosophila RNAi 
Center (VDRC) 
Dr. Ravi Allada (Northwestern 
University) 







Tabla 2: Líneas de moscas utilizadas en el transcurso de esta tesis. Se detalla también la 
procedencia y el cromosoma en donde se encuentra la inserción del transgen. Cuando se indica más de 
un cromosoma es porque se utilizaron líneas con inserciones en uno y otro cromosoma. 
2. Análisis de la actividad locomotora 
2.1. Análisis automatizado de la actividad locomotora 
El monitoreo de la actividad locomotora se realizó colocando machos 
individuales en tubos de 0,5 cm de diámetro y ~6 cm de largo en uno de cuyos 
extremos hay comida. Se cuenta con monitores con capacidad para 32 tubos 
(Trikinetics, Waltham, MA); cada posición está flanqueada por un haz de luz 
infrarroja imperceptible para las moscas. Cada vez que una mosca interrumpe 
el haz de luz se registra un dato. La actividad locomotora (número de veces 
que la mosca interrumpió el haz) se registró cada 1 minuto durante todo el 
experimento obteniéndose un registro diario de cada individuo a lo largo del 
experimento (alrededor de 12 días). Dicha información fue luego importada a 
un programa de análisis (Clocklab, Actimetrics, IL) en el cual se visualiza la 
actividad a lo largo de los días en forma de actograma. Los experimentos 
consistieron en un entrenamiento de 3-4 días en incubadoras con condiciones 
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controladas de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (fase de LD) a 25 °C, y 
luego se los dejó en condiciones de oscuridad constante por al menos 9 días 
más (fase de LD) (Figura 16). 
 
Figura 16: Esquema del proceso de adquisición de datos para los experimentos de actividad 
locomotora. A. Tubos donde se cargan las moscas individuales. B. Monitores de actividad locomotora 
dentro de una incubadora que controla la temperatura y las condiciones de luz y oscuridad. C. 
Procesamiento de los datos con el software Clocklab. D. Obtención de los actogramas de actividad 
individual. LD: ciclos de 12 hs de luz (barras claras) y 12 de oscuridad (barras oscuras). DD: oscuridad 
constante. Las barras grises en la fase de DD representan el día subjetivo. El fondo gris indica los días en 
DD. E. Periodograma obtenido por análisis de Chi cuadrado con el software Clocklab.  
El periodo de actividad de cada mosca se analizó en la fase de DD 
utilizando el mismo programa de análisis realizando un Chi-cuadrado con una 
significancia de 0,05 (Sokolove and Bushell, 1978). Según el periodograma 
obtenido los individuos se clasifican como rítmicos, débilmente rítmicos o 
arrítmicos (Figura 17). 
Se calculó el porcentaje de ritmicidad para cada genotipo en un 
determinado experimento como el número de moscas rítmicas según el análisis 
de periodograma sobre el total de moscas analizadas. Para el análisis de 
ritmicidad de cada genotipo se realizaron al menos 3 experimentos de actividad 
locomotora independientes. La determinación del periodo se realizó para cada 
mosca individual y se consideró el promedio por condición en cada 
experimento. La unidad experimental fue, entonces, tanto para la variable 
“porcentaje de ritmicidad” como “periodo”, un experimento independiente. 




Figura 17: Actogramas (arriba) y periodogramas (abajo) representativos de moscas rítmicas, 
débilmente rítmicas y arrítmicas. En el caso de los rítmicos, los datos ajustan a una función con un 
único periodo dentro de un rango esperado (12 a 40 horas). En los débilmente rítmicos el periodo 
encontrado apenas pasa la línea de significancia o bien varios picos la atraviesan. Los arrítmicos 
corresponden a individuos donde el programa no identifica periodicidad alguna o lo hace en rangos fuera 
de lo esperado. 
3. Técnicas de biología molecular 
3.1. Análisis de presencia de elementos transponibles en 
líneas recombinantes 
Para confirmar la presencia de elementos transponibles en algunas de 
las líneas recombinantes generadas en el transcurso de esta tesis se realizó la 
reacción de PCR sobre ADN genómico de individuos potencialmente 
recombinantes levantando específicamente alguno de los transgenes presentes 
en dicha línea. Para la línea recombinante ;;tub-Gal80TS,UAS-dcr2 se analizó 
por PCR la presencia del transgen UAS-dcr2 utilizando oligonucléotidos que 
amplificaran sólo el dcr2 proveniente del transgen y no el endógeno de la 
mosca, dado que el oligonucleótido Forward hibrida con la secuencia UAS por 
lo que combinándolo con el oligonucleótido Reverse sólo se levanta la 
secuencia del transgen: 
Forward: 5’ CGTCTACGGAGCGACAAT 3’ 
Reverse: 5’ GTCTATGATGACAACGCTCAGG 3’ 
3.1.1. Extracción de ADN genómico de una cabeza 
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Para simplificar el análisis de la presencia de transgenes en líneas 
potencialmente recombinantes se extrajo ADN genómico de la cabeza de un 
solo individuo con un método rápido y sencillo que permite obtener ADN en 
cantidades suficientes para realizar una reacción de PCR estándar. Se procesó 
una cabeza de mosca en 10 µl de buffer de extracción (Tris 10 mM, NaCl 25 
mM y EDTA 1mM) con una concentración final de 200 µg/ml de proteinasa K;  
el tejido se trituró con la punta de un tip de 20 µl. Se incubó 30 minutos a 37 °C. 
Se tomaron 2 µl de dicha muestra y se realizó una PCR a tiempo final en 
condiciones estándar (1 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2 µM de 
oligonucleótidos, buffer de PCR 1X de Invitrogen y Taq Polimerasa de 
Invitrogen en un volumen final de 20 µl). 
3.2. Análisis de los niveles de expresión génica por qRT-PCR 
3.2.1. Extracción de ARN de cabeza de moscas 
Para la preparación de ARNm se utilizó el reactivo TRIzol (Invitrogen), 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Se partió de 35 cabezas 
de moscas adultas, se utilizaron 600μl de TRIzol y se resuspendió el ARN 
purificado en 20 μl de H20 calidad ARN (Water –Molecular Laboratory Reagent 
- SIGMA). Para confirmar la calidad de la preparación se corrieron geles de 
agarosa analíticos (al 1%) de modo de observar las bandas características de 
los ARN ribosomales de Drosophila. La cuantificación de las muestras se 
realizó mediante el NanoDrop (Thermo), midiendo a 230, 260 y 280nm. Para 
determinar la calidad de ARN obtenido se utilizaron las relaciones 260/280 y 
260/230, considerándose aceptables en el rango de 1,6 a 2,0 para la primera 
relación y de 0,5 a 1,2 para la segunda. 
3.2.2. Reacción de retrotranscripción 
Partiendo de 1.5 μg de ARN total, de los cuales se eliminaron las trazas 
de ADN mediante la digestión con DNasa I (Invitrogen), se procedió a realizar 
la reacción de retrotranscripción utilizando oligonucleótidos oligo-(dT)12-18 
(Invitrogen), oligonucleótidos específicos para cada gen (GSP, en inglés gene 
specific primer) y la enzima SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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3.2.3. PCR en tiempo real cuantitativa (qRT-PCR) 
Las reacciones de PCR realizadas para evaluar la abundancia relativa 
de ARNm se llevaron a cabo en el equipo Mx3005P (Stratagene). Se utilizó el 
kit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) de Roche. Las reacciones 
se realizaron en 20 μl finales, utilizando SYBRGreen como intercalante y ROX 
como fluoróforo de referencia. La puesta a punto de las reacciones se realizó 
de modo de obtener eficiencias de amplificación de 100 ± 10%. Se generaron 
curvas de calibración con 7 puntos (diluciones seriadas de 1:4, partiendo de 
una dilución al tercio del ADNc original;  la dilución final es 1:6144) (ADN 
copia); como templado para las curvas de calibración se empleó una mezcla de 
todas las muestras. Se realizaron duplicados técnicos para todos los puntos de 
la curva de calibración y para cada muestra biológica a medir. A partir del valor 
Ct y las curvas de calibración se calculó el número de copias de ADNc para 
cada uno de los genes de interés y para el gen normalizador en cada muestra a 
través del método de Pfaffl (Pfaffl, 2001). El gen normalizador utilizado fue 
rpl49 para todos los casos. 
Amplicón Oligonucleótidos 
per Forward: 5’ GACCGAATCCCTGCTCAATAA 3’ 
Reverse: 5’   GGACTTCTTGCTCTTCTCACC 3’ 
tim Forward: 5’ GGTAAACGGATCGCACTTCTCG 3’ 
Reverse: 5’ AAGAGACATTGTCGCTGTTTAAT 3’ 
clk Forward: 5’ CAGAGTCAGTTGCAGGATCAA 3’ 
Reverse: 5’ GCAGATATGTGTAGCGGGATAG 3’ 
cyc Forward: 5’  TGGACAATCACCCGAACATAC 3’ 
Reverse:  5’ CTGAGGCAGGAAACCAATCA 3’ 
pdf Forward: 5’ GCCACTCTCTGTCGCTATCC 3’ 
Reverse: 5’ CAGTGGTGGGTCGTCCTAAT 3’ 
rpl49 Forward: 5’ GAACAAGAAGGCCCATCGTA 3’ 
Reverse: 5’ AGTAACAGGCTTRGGCTTGC 3’ 
Tabla 3: Oligonucléotidos utilizados para las reacciones de qRT-PCR. En todas las reacciones 
se utilizó una    temperatura de annealing de 60 °C. 
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4. Inmunohistoquímica y análisis de imágenes 
4.1. Inmunohistoquímicas en cerebros de moscas adultas 
Se decapitaron bajo lupa machos adultos con pinzas de disección y se 
colocaron las cabezas en solución de fijación (paraformaldehido 4% en 
solución de PB 0,1 M) durante 30-40 minutos a temperatura ambiente. Luego 
de la fijación se enjuagaron las cabezas en PT (PBS 0,1 % Tritón X-100) y se 
disectaron los cerebros en PT con pinzas nº 5 (Dumont) bajo una lupa Leica 
S6E (amplificación 80-100X). Se lavaron los restos de fijador con PT, 4 veces 
durante un periodo de 30 minutos. Luego, se bloquearon los cerebros por 45 
minutos con suero de cabra 7% en PT y luego se incubó a 4 °C con el 
anticuerpo primario hasta la mañana siguiente (overnight). Al otro día se 
removió el anticuerpo primario, se lavó con agitación 4 veces con PT por un 
periodo de 2 horas y se incubaron los cerebros con el anticuerpo secundario 
por 2 horas a temperatura ambiente en con agitación. A partir del momento en 
que los cerebros estuvieron en contacto con el anticuerpo secundario los tubos 
fueron tapados con aluminio ya que el fluoróforo es fotosensible. Los lavados 
del secundario se hicieron de la misma manera que con el primario, pero 
protegidos por el papel aluminio. Los cerebros fueron montados en 
portaobjetos (Fisher) en 5 µl de en una solución de glicerol que preserva la 
fluorescencia (VECTASHIELD, Antifade Mounting Medium, H-1000) y se 
cubrieron con cubreobjetos (Marienfeld GmbH) hasta el momento de su 
visualización en el microscopio. Los cubreobjetos se sellaron con esmalte de 
uñas para evitar la desecación de las muestras.  
4.1.1. Anticuerpos utilizados 
4.1.2. Anticuerpos primarios 
Anticuerpo Especie Dilución Procedencia #Catálogo 
Anti-GFP Conejo 1:500 Invitrogen, USA.  A6455 
Anti-GFP Pollo 1:500 Aves Labs, USA. GFP-1010 
Anti-DsRed Conejo 1:500 Clontech, USA. 632496 
Anti-PDF Rata 1:500 Generado en el 
laboratorio. 
     - 
Tabla 4: Anticuerpos primarios utilizados. “Especie” se refiere a la especie animal en la 
que fue generado en anticuerpo. Todos los anticuerpos son policlonales. 
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4.1.3. Anticuerpos secundarios 
Todos los anticuerpos secundarios utilizados provienen de Jackson 
InmunoResearch (USA). Se utilizaron en una dilución de 1:250 en PT y se 
incubaron durante 2 hs a temperatura ambiente. 
 Contra conejo: Cy2-conjugated donkey anti-rabbit, Cy3-conjugated 
AffiniPure donkey anti-rabbit 
 Contra pollo: Cy3-conjugated AffiniPure donkey anti-chicken 
 Contra rata: Alexa Fluor 647-conjugated AffiniPure donkey anti-rat 
4.2. Microscopía y procesamiento de imágenes 
Todas las imágenes fueron adquiridas con microscopios confocales 
Zeiss (Carl Zeiss, Thornwood, NJ) y, en particular, se usaron los microscopios 
Meta 510 y Meta 710. Las fotos de las proyecciones dorsales se tomaron con 
un aumento de 40X y 2 de zoom digital. Se realizaron secciones de confocal en 
el eje Z para registrar la señal de inmunofluorescencia de todo el cerebro o sólo 
de las proyecciones dorsales de las neuronas PDF. Luego, se realizaron 
proyecciones en el eje Z para obtener una imagen bidimensional que luego se 
exportó como JPEG desde el software Image J (descargado de 
http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para los experimentos en donde se compararon 
niveles de inmunoreactividad se tomaron todas las fotos en las mismas 
condiciones de excitación del láser, y ganancia y offset del detector. Solo se 
cambiaron dichas condiciones entre experimentos independientes y en los 
casos en los que fue necesario para poder obtener una buena señal detectable 
y que a la vez no saturara. En esos casos se realizaron luego normalizaciones 
de la señal (respecto al promedio de señal para todas las muestras de ese 
experimento) para poder comparar entre experimentos independientes.  
Las cuantificaciones de intensidad se realizaron utilizando el programa 
Image J. Para el armado de figuras con múltiples paneles se utilizó el programa 
Adobe Illustrator (Adobe Systems Incorporated, línea CS).  
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4.3. Análisis de niveles de PDF en la proyección dorsal y en 
los somas 
Los niveles de PDF en las terminales dorsales fueron analizados en 
distintos genotipos y en al menos dos momentos del día (CT2 y CT14). Para su 
análisis se realizó inmunohistoquímica anti-PDF y anti-GFP como se indicó 
previamente en animales que sobreexpresaban CD8GFP (marcador de 
membrana plasmática) en su circuito PDF, ó anti-DsRed en animales que 
expresaban pdfRed. Se tomaron secciones en el confocal de un hemisferio 
cerebral enfocadas en las terminales dorsales utilizando las mismas 
condiciones de excitación y ganancia del láser. Utilizando el programa Image J 
se realizó una proyección en Z utilizando la intensidad máxima. Se delimitó el 
área que contiene las proyecciones de las neuronas PDF más allá del nodo de 
ramificación de las proyecciones dorsales, utilizando para esto la marca de 
membrana provista por la proteína CD8GFP ó pdfRed. Este proceso se realizó 
pasando la señal de GFP o DsRed a 8-bits, ajustando dicha señal a un umbral 
determinado y luego generando una selección con dicho umbral. Dicha 
selección se aplicó sobre la señal de PDF y se midió la intensidad media del 
neuropéptido. Para sustraer el ruido (background) se restó la intensidad media 
medida en un rectángulo ubicado fuera de las proyecciones y con un área igual 
o mayor que la de la señal del circuito analizada. Se promedió la señal de PDF 
entre cerebros de un mismo tratamiento dentro de un experimento y se 
consideró cada experimento independiente como un N=1.  
4.4. Análisis de complejidad del circuito PDF: cruces totales 
y largo de las terminales 
Para cuantificar la complejidad del árbol axonal de las neuronas sLNv en 
el protocerebro dorsal se utilizó el método de Sholl modificado (Fernandez et 
al., 2008; Sholl, 1953). Se realizó inmunohistoquímica contra GFP de moscas 
que expresaban CD8GFP en las neuronas PDF, o contra el DsRed de moscas 
que expresaban pdfRed, se tomaron secciones de confocal de las terminales 
axonales dorsales y se realizó la proyección en Z como se detalló previamente. 
En estas imágenes bidimensionales de las terminales se superpuso un arreglo 
de 6 anillos concéntricos separados por 10 µm entre sí tomando como centro 
de los anillos el punto de primera ramificación dorsal que se abre hacia el asta 
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lateral (Figura 9 A). Se contaron a ciegas (sin conocer el tratamiento del 
cerebro analizado) los entrecruzamientos entre la terminal axonal y cada anillo 
concéntrico y se sumaron todos los entrecruzamientos para obtener el número 
de cruces totales (un indicador de la complejidad del árbol axonal).  
Para todas las mediciones estructurales se analizó un único hemisferio 
por cada cerebro y luego se consideró el promedio de cerebros de una 
condición dada para cada experimento independiente.  
5. Análisis estadístico 
El análisis estadístico de todos los experimentos de esta tesis se realizó 
con el programa Infostat versión 2009 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad 
Nacional de Córdoba, Argentina). 
Para todos los experimentos los individuos estudiados fueron 
seleccionados al azar de una población mayor (vial con la progenie del 
cruzamiento). La adjudicación de los tratamientos fue aleatorio en los casos 
que resultó posible (el genotipo es un tratamiento que no puede ser adjudicado 
al azar, pero la determinación de cuales animales fueron disectados a cada CT 
o fueron inducidos con RU fue aleatorio). En cada cruzamiento las moscas 
provinieron de los mismos parentales y estuvieron en las mismas condiciones 
de cría por lo que no se consideraron completamente independientes. Por eso 
mismo, en todos los experimentos las mediciones en moscas de un mismo 
cruzamiento se consideraron pseudoréplicas y se utilizaron para estimar mejor 
la variable a analizar. En ese sentido, la unidad experimental fue en todos los 
casos la totalidad de la progenie de cada cruzamiento. En los experimentos de 
actividad locomotora se analizaron más moscas por condición y experimento 
por lo que en varios casos la muestra analizada provino de más de un 
cruzamiento. En todos los experimentos se descartaron valores ¨outliers¨ que 
se desviaban más de 2 veces de la media. 
En todos los análisis, grupos experimentales con letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas, con un p<0.05. Para los análisis por 
PCR cuantitativa se realizaron tests t de Student para la validación de las 
líneas utilizadas, y para el estudio de las oscilaciones de los genes reloj en 
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distintas condiciones se realizaron ANOVA de una vía, seguidos de un Tukey’s 
post-hoc test. Los análisis de plasticidad estructural se realizaron con ANOVA 
de dos vías, seguidos de Tukey’s post-hoc test. Finalmente, los niveles de PDF  
fueron analizados por Kruskal-Wallis ANOVA de una vía, seguidos de 
Conover’s post-hoc test. El número de animales o cerebros en cada 
experimento se refiere con una letra “n”, y el número de experimentos se refiere 


































Capítulo I: Los relojes que regulan el fenómeno de plasticidad 
estructural 
1. El reloj de las sLNvs es necesario para la remodelación 
estructural circadiana 
Inicialmente se había reportado que el fenómeno de plasticidad 
estructural de las terminales neuronales de las sLNvs depende de un reloj 
funcional (Fernandez et al., 2008). Sin embargo, aún no se conoce en detalle 
cómo es que el reloj regula tan rigurosamente este fenómeno. Es por ello que 
nos preguntamos si esta remodelación diaria depende exclusivamente del reloj 
molecular de las propias sLNvs, o si otros relojes están involucrados en regular 
dicho output del marcapasos central. A través de la utilización de diferentes 
herramientas que nos permitieron afectar el funcionamiento del mismo de 
forma circunscripta espacio-temporalmente, analizamos si la remodelación 
circadiana de las terminales dorsales se veía afectada y cuáles eran los 
fenotipos observados. Nos encontramos con resultados muy interesantes, que 
sugieren una mayor complejidad en la regulación del fenómeno en estudio. 
1.1. Herramientas para desregular el reloj molecular de 
Drosophila 
Para abordar la posibilidad de una remodelación circadiana de las 
terminales de las sLNvs que depende exclusivamente de su propio reloj 
molecular, utilizamos el sistema Gal4/UAS para alterar de forma acotada 
espacio-temporalmente proteínas que forman parte del oscilador central 
exclusivamente en las LNvs (bajo el control del promotor del neuropéptido PDF, 
a través de la línea pdf-Gal4). En primer lugar, para evaluar la eficiencia de las 
diferentes herramientas a utilizar y describir un posible efecto diferencial entre 
ellas, analizamos los patrones de actividad locomotora de animales en los 
cuales diferentes genes reloj se desregularon constitutivamente a través de 
silenciamiento mediado por ARN de interferencia específicos (ARNi) para 
modular los niveles de per y tim (elementos negativos del reloj), como también 
a través de la expresión de una construcción que opera como dominante 




sobreexpresión de la versión silvestre de CLK (clkOX); CLK y CYC son 
elementos positivos del reloj. Todas estas moléculas tienen un papel central en 
la generación de ritmos circadianos, como se explicó en la introducción (Ver 
Introducción, Figura 3) 
Como era de esperar, la mayor parte de la población de individuos 
control (pdf-GAL4>UAS-dcr2) (color naranja) presentó un claro patrón de 
actividad rítmica, con un incremento de la actividad locmotora alrededor de las 
transiciones luz/oscuridad (reminiscentes del amanecer y el anochecer en la 
naturaleza), tanto en presencia de claves medioambientales (en ciclos LD) 
como en libre curso (DD) (Figura 18 A). En DD esta población tiene un período 
de alrededor de 24hs y los animales consolidan su pico de actividad durante el 
día subjetivo (Tabla 5). Por otro lado, la expresión constitutiva de los ARNi para 
distintos genes reloj exclusivamente en las LNvs afectó notablemente la 
organización temporal de la actividad locomotora en un 70% de la población 
analizada (Figura 18 B), lo cual refrenda su jerarquía dentro de la red 
circadiana. Cabe destacar que en el caso de los ARNi, se testearon dos líneas 
alternativas para cada gen (per y tim), seleccionando para futuros experimentos 
la que resultó más eficiente.  
Para validar la eficiencia de las herramientas de silenciamiento 
utilizadas, se midieron los niveles de ARN mensajero (ARNm) de per y tim por 
PCR cuantitativa en tiempo real (real-time qPCR) de extractos de ARN total de 
cabeza del control (tim-Gal4,dcr2>+) y de animales expresando cada uno de 
los ARNis; las muestras fueron obtenidas en el momento del día que coincide 
con el pico de su nivel endógeno (CT14). Se observaron diferencias 
significativas en cada caso, con una disminución de alrededor del 30% en 
comparación a los niveles del control (Figura 18C). Como se mencionó 
anteriormente, utilizamos un ARNi alternativo para cada gen, para descartar 
potenciales efectos inespecíficos de la estrategia, los cuales mostraron un 
efecto similar al ya obtenido (Figura 19). Por lo tanto, ambos ARNis son 
eficientes para disminuir los niveles endógenos de los transcriptos que 
codifican para las proteínas reloj deseadas y afectan de forma eficiente el 




Además, se utilizó la herramienta ya caracterizada CYCDN, una variante 
dominante negativa de cyc que bloquea la actividad del dímero CLK/CYC 
(Tanoue et al., 2004). Como se ha reportado anteriormente, expresar cycDN en 
las LNvs provoca una reducción drástica en la ritmicidad comportamental 
(Figura 18A-B; ver Tabla 5 para un análisis detallado de los parámetros del 
análisis comportamental). Por otro lado, se realizó la sobreexpresión de la 
versión silvestre de CLK, con lo que se intentó “sobre-activar” el funcionamiento 
del reloj molecular. Esta herramienta no generó un patrón de arritmicidad tan 
marcado como el resto de los casos, por lo que fue excluída de los siguientes 
experimentos (ver Anexo, Figura 35 A y B). 
Todos estos resultados respaldan la importancia de las LNvs en el 
control de la actividad comportamental rítmica, ya que desregular diferentes 
genes reloj de forma cluster-específica (sLNvs y lLNvs) impacta de forma 





Figura 18: Alterar el reloj de las LNvs resulta en la desconsolidación de la actividad locomotora. A. 





 (#29583), and UAS-cyc
DN
 bajo el control de pdf-
Gal4. La actividad locomotora para moscas individuales fue registrada por 4 días en ciclos de 12:12 horas 
de LD y luego transferidas a DD (área gris) por 9 días adicionales. En los actogramas, las barras blancas 
representan el día, y las negras, la noche. Para cada actograma correspondiente a un individuo, se 
muestran sus respectivos periodogramas del free running (DD) en la parte inferior. Se muestra el 





 (en rosa), y cyc
DN
 (en verde). Todas estas manipulaciones resultaron en arritmicidad 
comportamental. B. Porcentaje de ritmicidad. Los datos representan tres experimentos independientes, 
que incluyeron más de 44 individuos analizados en cada caso. C. Validación de la efectividad de los 




 fueron expresados bajo el control de tim-Gal4. Los niveles 
fueron normalizados al gen rpl49. Los niveles de los transcriptos per y tim fueron reducidos eficazmente 
en comparación a sus respectivos controles. Un test t de Student muestra diferencias significativas entre 
los niveles de expresión. Tres asteriscos (***) indican diferencias significativas con un p<0.001. Se 
realizaron tres experimentos independientes, N=3. 
 
Genotype %R±SEM Tau±SEM FFT±SEM Power±SEM N n 
pdfGAL4>+ 90.69±3.44A 24.26±0.4 0.035±0.009 725.37±353.4 3 66 




pdfGAL4>timRNAi I 20.72±15.99B 23.50±0.24 0.013±0.003 347.40±126.48 3 61 
pdfGAL4>cycDN 13.73±3.34B 23.67±0.09 0.018±0.004 175.60±53.67 3 46 
pdfGAL4>perRNAi II  43.54±13.91AB 23.72±0.09 0.024±0.007 336.92±189.72 3 73 
pdfGAL4>timRNAi II 46.26±16.75AB 24.33±0.44 0.022±0.007 506.65±155.42 3 78 
Tabla 5: Detalle de los parámetros circadianos que describen los patrones de de actividad 
locomotora en animales depletados de la función del reloj en las LNvs. El análisis incluye el período 
(Tau) y diferentes medidas de la robustez de la ritmicidad, como lo es el FFT, el power y el porcentaje de 
ritmicidad (%R). Se muestra el promedio ± E.E. (error estándar)  de los diferentes genotipos en los que se 
altera el reloj molecular, como asimismo el control. Las letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de una vía, seguido de un Tukey post-hoc  test). N 
indica el número de experimentos, el cual fue utilizado para el análisis estadístico. n indica el número de 
animales testeados. Líneas empleadas: per
ARNi
 I (Bloomington Stock Center: #40878) y tim
ARNi
 I 
(Bloomington Stock Center: #29583) son los ARNis utilizados a lo largo del proyecto; las líneas per
ARNi
 II 
(Bloomington Stock Center: #31285) y tim
ARNi 
II (VDRC Stock Center: #2886) son los alternativos, por ello 
se encuentran en gris.  
 
Figura 19: ARNis alternativos son igualmente eficientes para generar fenotipos comportamentales. 





(#2886) bajo el control de pdf-Gal4. La actividad locomotora 
fue registrada en moscas individuales por 4 días en ciclos de 12:12 horas de LD y luego transferidas a DD 
(área gris) por 9 días adicionales. En los actogramas, las barras blancas representan el día, y las negras 




periodograma de la fase en DD en el panel inferior. Se muestra el comportamiento rítmico de un macho 
control (naranja) y cada uno de los genotipos per
ARNi 
(en azul) y tim
ARNi
 (en rosa). B. Porcentaje de 
ritmicidad. Los datos representan tres experimentos independientes, que incluyen más de 70 individuos 





 fueron expresados bajo el control de tim-Gal4. Los niveles fueron normalizados al gen rpl49. Los 
niveles de ambos per y tim son reducidos en comparación a sus respectivos controles. Un test t de 
Student muestra diferencias significativas entre los niveles de expresión. Tres asteriscos (***) indican 
diferencias significativas con un p<0.001. Se realizaron tres experimentos independientes, N=3. 
 
1.2. Alterar los niveles de diferentes componentes del reloj 
altera las oscilaciones moleculares 
El correcto funcionamiento del reloj, y por ende la ritmicidad de sus 
diversos outputs, depende de una regulación precisa del oscilador molecular 
autónomo de célula. Dado que afectar distintos componentes de este oscilador 
molecular en las LNvs afecta los patrones comportamentales de una forma 
diferencial, decidimos medir los distintos niveles de los principales genes que lo 
conforman como resultado de la desregulación crónica a través de las 
herramientas descriptas anteriormente. Para ello examinamos los niveles de 
ARN mensajero (ARNm) de per, tim, dClk, y cyc en dos momentos del día, CT2 
y CT14, en el contexto de cada una de las desregulaciones utilizando la línea 
pan-circadiana tim-Gal4. Para facilitar la visualización de los resultados y la 
comparación entre los distintos genotipos se muestra la tasa de niveles en el 
pico/valle para cada uno de los transcriptos. 
Llamativamente, encontramos que la amplitud de la oscilación de los 
transcriptos tanto de per como de tim, se redujo significativamente en todas las 
condiciones experimentales analizadas, independientemente de la proteína 
reloj alterada (Figura 20 y Figura 21), lo cual es interesante considerando que 
cumplen funciones opuestas: PER y TIM son reguladores negativos de su 
propia transcripción, mientras que CYC es parte del complejo responsable de 





Figura 20: Afectar los niveles de componentes del reloj resulta en oscilaciones moleculares 
alteradas. Para cada gen, se grafica el coeficiente de los niveles de ARNm altos/bajos (CT14/CT2 para 
per, tim y cyc; y CT14/CT2 para clk). Los niveles fueron normalizados al gen de referencia rpl49. Los 
análisis estadísticos fueron realizados comparando los niveles de cada gen en los distintos genotipos 
(separados por la línea punteada). Los genotipos analizados son: control (naranja), per
ARNi 
I (en azul), 
tim
ARNi 
I (en rosa), y cyc
DN
 (en verde), bajo el promotor tim-Gal4. Letras diferentes indican diferencias 
estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de una vía, seguido de un Tukey post-hoc test). Se 
realizaron tres experimentos independientes, N=3. 
Por otro lado, y tal como se esperaba, los niveles de dClk son 
significativamente más bajos que los de per y tim en el control (Lerner et al., 
2015), lo que puede ser una de las causas de la dificultad en detectar la 
oscilación en los niveles basales de este transcripto, la cual, en estos 
experimentos reflejó una amplitud de 2 veces. Tanto disminuir los niveles de 
tim como interferir con la función del dímero CLK/CYC impactó 
significativamente en los niveles de dClk, a pesar  de que estas proteínas no 
regulan directamente su expresión sino a través de otros reguladores (PDP1 y 
VRI) que son targets directos de CLK/CYC. Otro resultado interesante que 
surgió de estos experimentos es una fluctuación sutil en los niveles de cyc, a 
pesar de que se ha reportado a través de la técnica de Northern Blot que los 
niveles de cyc no oscilan (Rutila et al., 1998). Nuestros experimentos muestran 
un sutil cambio entre CT2 y CT14 en los niveles endógenos de cyc en el control 
(más altos a CT14 que a CT2), el cual no se ve afectado en ninguno de los 
genotipos analizados (Figura 21), lo cual sugiere que no está regulado 





Figura 21: Efecto de la desregulación de diferentes componentes del reloj en sus oscilaciones 
moleculares. Para cada gen se graficaron los niveles de ARNm a CT2 yCT14. Los niveles fueron 





I (en rosa), y cyc
DN
 (en verde), bajo el promotor tim-Gal4. El análisis estadístico se realizó 
comparando niveles transcripcionales de cada gen en forma individual para cada punto horario, dentro de 
cada genotipo. Un test t de Student muestra diferencias significativas entre los niveles de expresión. El 
asterisco (*) indica diferencias significativas con un p<0.05. Tres experimentos independientes fueron 
realizados, N=3. Los primers utilizados para detectar cyc amplifican tanto el endógeno como el de la 
construcción que porta cyc
DN
 , lo cual justifica el incremento de los niveles de ARNm de cyc en el genotipo 
cyc
DN
. Estos datos se emplearon para construir la Figura 20. 
En resumen, estos resultados dejan en evidencia que alterar los 
diferentes componentes del reloj resultan en un reloj aberrante, sin importar 
cuál de sus componentes fue modificado (es decir, la transcripción mediada por 
el dímero CLK/CYC, o su propia represión están alterados). Estos 
experimentos permiten concluir que cualquiera de estas intervenciones 
genéticas es útil para poner de manifiesto la relevancia de un reloj autónomo 
de célula en un output del reloj en particular, como por ejemplo, el control de la 




1.3. La plasticidad estructural circadiana se ve alterada de 
forma diferencial por los diferentes componentes del reloj 
molecular 
Hace algunos años, nuestro laboratorio reportó cambios morfológicos en 
las terminales axonales de las sLNvs a lo largo del día, y mostró que este 
fenómeno está regulado por el reloj molecular, ya que no se observan cambios 
en los mutantes per01 y tim01 (Fernandez et al., 2008). Sin embargo, a pesar de 
que los cambios circadianos en la complejidad de las terminales de las sLNvs 
fueron observados en ambos mutantes nulos, la morfología de las terminales 
era claramente distinta entre ellos, sugiriendo que PER y TIM podrían jugar 
roles “no-circadianos” adicionales. Para ahondar en esta posibilidad nos 
propusimos examinar el impacto de alterar los diferentes componentes del reloj 
molecular exclusivamente en las LNvs sobre la arquitectura de las terminales 
dorsales de forma específica en el adulto para evitar potenciales efectos en el 
desarrollo. 
Para esto, utilizamos la versión inducible de Gal4 llamada GeneSwitch 
(GS) restringida específicamente a las LNvs (Depetris-Chauvin et al., 2011), 
combinada con un fluoróforo GFP anclado a membrana (CD8:GFP), para 
describir la complejidad de las arborizaciones axonales en cada uno de los 
genotipos perARNi, timARNi, y cycDN y así estudiar el impacto de interferir con el 
paso de las oscilaciones moleculares sobre la plasticidad estructural circadiana. 
Animales que fueron transferidos a comida con RU-486 48 horas luego de su 
eclosión, fueron disectados a CT2 y CT14 en el tercer día en libre curso (DD3) 





Figura 22: La plasticidad estructural circadiana es alterada diferencialmente por los distintos 
genes reloj. A. Diagrama esquemático que ilustra el protocolo utilizado. RU refiere a la comida que 
incluye la droga RU-486, mientras que IHQ refiere a la técnica inmunohistoquímica. B. Imágenes 
representativas de microscopía confocal de la señal GFP de membrana en las terminales del protocerebro 
dorsal, tanto en el día subjetivo (CT2, barra gris) como en la noche subjetiva (CT14, barra negra), durante 
el tercer día en condiciones constantes (DD3). C. Cuantificación de los cruzamientos totales. Los animales 
control muestran la remodelación circadiana de sus terminales, mientras que en los animales con el reloj 
afectado no hay cambios a lo largo del dia subjetivo. Los datos representan tres experimentos 
independientes (N=3) y un mínimo de 27 cerebros analizados por CT/genotipo (n=8-10). Las letras 
diferentes indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de dos vías, seguido 
de un Tukey post-hoc test). D. Cuantificación de la inmunoreactividad de PDF en el protocerebro dorsal a 
CT2 y CT14 en DD3. Para una comparación más directa, se muestran los niveles como un coeficiente 
entre CT2 y CT14. En los animales control (naranja), se evidencia cambios en la inmunoreactividad de 
PDF entre el dia y noche subjetivos, mientras que los diferentes genotipos donde se desregula el reloj las 
diferencias son menores. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 
(ANOVA de una vía Kruskal-Wallis, seguido de un Conover post-hoc test, n=8-10, N=3). 
Como ya había sido reportado por nuestro laboratorio, la estructura de 
las terminales dorsales en el control presenta mayor complejidad por la 
mañana (CT2) y menor por la noche (CT14) (Figura 22 B y C, en naranja) 




elementos negativos del reloj molecular, per (en azul) y tim (en rosa), la 
complejidad se redujo significativamente en comparación a la observada en el 
control en la mañana subjetiva (CT2) (Figura 22 B y C), pareciéndose a la 
estructura observada en un genotipo control por la noche (CT14). Tal como se 
esperaba al afectar la función del propio reloj, no se observaron diferencias a lo 
largo del día en ninguno de los dos genotipos. 
Por otro lado, la expresión del dominante negativo cycDN (en verde) dio 
como resultado arborizaciones muy complejas a lo largo del día; de hecho, la 
arquitectura de estas terminales (al nivel de lo observado por microscopía 
confocal) es muy diferente a la de los controles en cualquier punto horario; 
específicamente, observamos un alto número de neuritas (bifurcaciones de las 
ramas primarias y secundarias), sugiriendo que interrumpir activamente con el 
funcionamiento del dímero CLK/CYC en el adulto dispara efectos morfológicos 
claros, más allá de los previstos como consecuencia de afectar el reloj 
molecular endógeno. Coincidentemente, un resultado similar en la estructura 
de las terminales fue observado al alterar la expresión de CLK (clkOX) (Ver 
Anexo, Figura 35 C). 
En paralelo se analizó la inmunoreactividad de PDF en las terminales 
dorsales de las neuronas sLNv, la cual se ha demostrado que oscila de forma 
circadiana tanto en condiciones de luz-oscuridad (LD) como en condiciones 
constantes (DD) (Park et al., 2000), y se ve interrumpida en mutantes nulos 
para componentes esenciales del reloj molecular (Park et al., 2000). Para 
definir si interferir con la función del reloj circadiano del adulto afectaba este 
otro output de las LNvs se realizó inmunohistoquímica en cerebros enteros 
disectados en momentos donde PDF tiene su máximo y su mínimo (CT2 y 
CT14, respectivamente), tanto en controles como en los genotipos que 
expresaban perARNi, timARNi, y cycDN de forma adulto-específica. Como se 
evidencia en la Figura 22 B, la línea control pdf-GS>CD8GFP (naranja) muestra 
diferencias significativas en los niveles de PDF entre la mañana y la noche. Por 
el contrario, la amplitud de la oscilación en la inmunoreactividad de PDF en las 
terminales dorsales en cada una de las condiciones experimentales se redujo 




observaron en los genotipos con niveles disminuidos de per (perARNi , azul) o de 
tim (timARNi , rosa) comparándolos con cycDN (verde). 
En resumen, estos experimentos demuestran que la remodelación 
circadiana de las terminales de las sLNvs está dirigida por el reloj molecular de 
las propias LNvs. Aún más, alterar tanto los elementos positivos como 
negativos de dicho reloj molecular afectan el proceso de remodelación 
diferencialmente, de modo de dar como resultado estructuras diferentes. 
Asimismo, y bajo estas condiciones, no solo la plasticidad circadiana sino 
también los niveles de PDF se ven afectados, indicando que ambos outputs 
dependen del correcto funcionamiento del oscilador de las propias LNvs. 
2. El reloj de la glia contribuye a la regulación de la plasticidad 
estructural circadiana de las terminales dorsales de las 
sLNvs 
Una vez demostrado que el reloj de las propias LNvs es necesario para 
que ocurra el fenómeno de plasticidad estructural circadiana de dichas 
terminales, nos preguntamos si relojes adicionales contribuyen a este 
fenómeno. Un candidato evidente son las células gliales, las cuales juegan un 
papel en la actividad locomotora rítmica (Ng et al., 2011); además, está bien 
establecido que los astrocitos modulan la actividad de diferentes subtipos 
neuronales, reforzando esta hipótesis. Para ello, se utilizaron moscas que 
expresaban el dominante negativo cycDN, en nuestras manos la herramienta 
más efectiva para alterar el correcto funcionamiento del reloj (Figura 18 y 
Figura 20), para interrumpir el reloj de la glia de forma aguda, y adulto-
específica empleando la versión inducible de Gal4 por temperatura (McGuire et 
al., 2004), y el driver específico pan-glial repo.  
A temperatura restrictiva (23ºC, Figura 23 A), donde no hay expresión 
del dominante negativo cycDN, animales repo-Gal4;tub-Gal80TS>cycDN exhiben 
la esperada remodelación de sus terminales dorsales, más arborizadas durante 
el día subjetivo que durante la noche (Figura 23 B y C). En contraposición, 
interrumpir el funcionamiento del reloj en la glia provocó la ausencia de 




observadas por la noche (CT14) en un control (Figura 23 B y C). Los controles 
mantenidos en temperatura permisiva (30ºC) mantienen la remodelación 
circadiana de las terminales dorsales (Figura 24). Estas observaciones 
afianzan la noción de una participación activa del reloj de la glia regulando 
outputs del reloj circadiano, y más específicamente, que son esenciales para 
que ocurra la plasticidad estructural circadiana.  
 
Figura 23: Los relojes de la glia participan del fenómeno de remodelación estructural circadiana de 
las sLNvs. A. Diagrama esquemático que ilustra el protocolo utilizado; la condición restrictiva está en 
celeste (23ºC) y la permisiva en naranja (30ºC). B. Imágenes representativas de microscopía confocal, del 
DsRed en las terminales dorsales en animales que contienen un UAS-cyc
DN
, bajo el control de repo-
Gal4;tub-Gal80
TS
. pdfRED permite la visualización de las terminales axonales. Los cerebros fueron 
disectados al inicio de la mañana subjetiva (CT2, barra gris) y al principio de la noche subjetiva (CT14, 
barra negra), durante el segundo día de condiciones constantes (DD2), el cual corresponde al tercer día 
de condición permisiva (30ºC). Animales control (siempre mantenidos a 23ºC) muestran una remodelación 
estructural circadiana de las terminales dorsales, mientras que los animales inducidos a 30ºC no muestran 
diferencias a lo largo del día, y su complejidad se asemeja a la de la noche en el control. Los datos 
representan el promedio de tres experimentos individuales (N=3) y un mínimo de 27 cerebros fueron 
analizados por CT/genotipo (n=8-10). Las letras distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas con un p<0.05 (ANOVA de dos vías, seguido de un Tukey post-hoc test). D. Cuantificación 
de la inmunoreactividad de PDF en el protocerebro dorsal de cerebros disectados a CT2 y CT14 en DD3. 
Las moscas control (23ºC), muestran una clara oscilación de los niveles de PDF; y aquellas que expresan  
cyc
DN
 a 30ºC no fueron significativamente distintas del control. Las mismas letras indican que no hay 
diferencias significativas (p>0.05) (ANOVA de una vía Kruskall Wallis, seguido de un Conover post-hoc 
test, n=8-10, N=2).  
También analizamos la inmunoreactividad de PDF en las terminales 




(Depetris-Chauvin et al., 2014). Sorprendentemente, encontramos que los 
niveles de PDF siguen oscilando entre el día y noche subjetivos cuando el reloj 
en la glia está afectado; de hecho, bajo estas condiciones los niveles de PDF 
no son distintos al control (Figura 23 D), aportando más evidencia de que estos 
dos outputs del reloj (niveles de PDF y plasticidad estructural) pueden ser 
desacoplados (Depetris-Chauvin et al., 2011).  
 
Figura 24: La plasticidad estructural no se ve afectada por la temperatura. A. Diagrama esquemático 
que ilustra el protocolo utilizado; la condición restrictiva está en celeste (23ºC) y la permisiva en naranja 
(30ºC). B. Imágenes representativas de microscopía confocal, del DsRed en las terminales dorsales en 
animales control repo-Gal4;tub-Gal80
TS
; pdfRED>+ disectados al inicio de la mañana subjetiva (CT2, 
barra gris) y al principio de la noche subjetiva (CT14, barra negra), durante el segundo día de condiciones 
constantes (DD2), el cual corresponde al tercer día de condición permisiva (30ºC). Animales control 
(siempre mantenidos a 23ºC) muestran una remodelación estructural circadiana de las terminales 
dorsales (indicados en celeste). C. Cuantificación de los cruzamientos totales de repo-Gal4;tub-Gal80
TS
; 
pdfRED>+. Moscas control (23ºC) muestran una remodelación estructural circadiana, como así también 
los animales a 30ºC. Los datos representan un experimento, donde 10 cerebros por CT/genotipo fueron 
analizados. Letras diferentes indican diferencias significativas con un p<0.05 (ANOVA de dos vías, 
seguido de un Tukey post-hoc test). D. Cuantificación de los niveles de PDF en el protocerebro dorsal a 
CT2 y CT14 en DD3. Animales control (23ºC), exhiben oscilaciones circadianas de PDF, mientras que 
animales a 30ºC no son significativamente distintos del control. Mismas letras indican que no hay 
diferencias significativas (p>0.05) (ANOVA de una vía Kruskal-Wallis, seguido de un Conover post-hoc 
test). Los resultados representan un solo experimento, donde 10 cerebros por CT/genotipo fueron 
analizados. 
Todos estos resultados indican que la plasticidad estructural circadiana 
de las terminales dorsales de las sLNvs depende no solo de su propio reloj 




plasticidad. Esto no resulta sorprendente dada la basta evidencia de la 
participación de la glia en regular  neuronales, como la transmisión sináptica o 
la plasticidad (Brown and Neher, 2014; Clarke and Barres, 2013; Stork et al., 
2012). Nuestros resultados aportan evidencia que la comunicación entre la glia 
y las neuronas participa activamente en la regulación de la remodelación 
circadiana, aunque los mecanismos a través de los cuales esto ocurre aún no 






Capítulo II: El rol del neuropéptido PDF 
Las LNvs son las únicas neuronas dentro de las 150 que forman parte 
de la red circadiana de Drosophila que expresan el neuropéptido PDF (Pigment 
dispersing factor). Se ha reportado que la expresión de éste dentro de las 
terminales de las sLNvs cambia a lo largo del día, con niveles más altos 
durante el día, y más bajos durante la noche (Park et al., 2000). PDF tiene un 
rol fundamental en el correcto funcionamiento del reloj circadiano de Drosophila 
(Lin et al., 2004; Yoshii et al., 2009c), y asimismo está íntimamente relacionado 
con otro output del reloj,  el fenómeno de plasticidad estructural ya descripto 
(Depetris-Chauvin et al., 2014).  
Es por esto que en esta segunda etapa del proyecto de investigación, 
nos propusimos ahondar en los mecanismos de acción de PDF para así lograr 
describir cuál es su rol en la plasticidad estructural circadiana, como el reloj 
regula estos dos outputs tan relacionados, y cómo ambos se relacionan entre 
sí.  
1. Conectividad entre los dos clusters PDF+ 
El neuropéptido PDF es liberado tanto por las sLNvs como las lLNvs, 
que tienen proyecciones estereotípicas hacia distintas regiones del cerebro: el 
protocerebro dorsal ipsilateral (sLNvs) y el lóbulo óptico ipsi y contralateral 
(lLNvs), respectivamente (Helfrich Forster 1997). En el caso de las lLNvs, las 
proyecciones contralaterales atraviesan la médula accesoria, donde reside el 
compartimiento somatodentrítico de las  sLNvs, lo cual abre la posibilidad de 
que ambos grupos neuronales podrían contactarse. Hasta el momento se 
desconoce si la liberación de las vesículas PDF ocurre a lo largo de los tractos 
fasciculados o exclusivamente en las terminales. Para estudiar el origen de las 
moléculas de PDF que afectan específicamente al fenómeno de plasticidad 
estructural se plantearon experimentos para poder evaluar la fuente del 
neuropéptido, es decir, si la remodelación depende de PDF liberado por las 
propias sLNvs en el protocerebro dorsal, o si por el contrario, del liberado por 
las lLNvs en la médula accesoria. Para ello, se combinaron los elementos 




que permite expresar de forma adulto-específica (Gal4; tub-Gal80TS) los ARNis 
dirigidos contra pdf o su receptor pdfr, para así disminuír los niveles de estos 
transcriptos exclusivamente en el adulto (en uno u otro grupo neuronal). Para 
ello se emplearon dos líneas Gal4, una específica para las sLNvs (a la cual 
llamaremos sLNvs-Gal4, donada generosamente por el Dr. Taishi Yoshii, de la 
Universidad de Okayama, Japón) y otra específica para las lLNvs (c929-Gal4, 
(Taghert et al., 2001). 
En primer lugar, y para validar la efectividad de la manipulación a 
analizar, se evaluó la inmunoreactividad de PDF en las terminales dorsales. 
Como ya se ha mencionado, los niveles del neuropéptido oscilan en animales 
control, alcanzando niveles máximos por la mañana (CT2). Las fluctuaciones 
de niveles de PDF se observan en ambas líneas control (Figura 25 A y B, en 
rojo). Por el contrario, los animales que expresan el ARNi para pdf 
específicamente en las sLNvs, presentan niveles reducidos del neuropéptido 
respecto al control en los dos puntos analizados, indicando que la herramienta 
utilizada es eficiente en estas condiciones experimentales (Figura 25 A, en 
violeta). Curiosamente, al afectar los niveles del receptor pdfr en estas mismas 
neuronas, se ven afectados los niveles del neuropéptido en las terminales 
dorsales, particularmente por la mañana subjetiva, indicando que la vía de 
señalización de PDF/PDFR podría estar involucrada en la regulación de los 
niveles de PDF en las terminales (Figura 25 A).  
 
Figura 25: Afectar tanto PDF como su receptor PDFR en las sLNvs provoca la pérdida de la 
oscilación en los niveles de neuropéptido. Los cerebros fueron disectados al inicio de la mañana 
subjetiva (CT2) y al principio de la noche subjetiva (CT14), durante el sexto día de condiciones constantes 






, dcr2. El control (pdfRED, rojo), exhibe oscilaciones circadianas en los niveles 
de PDF, mientras que animales que expresan pdf
ARNi
 (violeta) y pdfr
ARNi 
(verde) pierden dicha oscilación. 
La expresión de pdfr
ARNi 
afecta sutilmente los niveles de PDF en las terminales, particularmente por la 
mañana subjetiva. B. Animales bajo el control de c929-Gal4;tub-Gal80
TS
, dcr2. El control (pdfRED, rojo), 
exhibe oscilaciones circadianas de PDF; los animales que expresan pdf
ARNi
 (violeta) y pdfr
ARNi 
(verde) no 
son significativamente distintos del control. Las mismas letras indican que no hay diferencias significativas 
(p>0.05) (ANOVA de una vía Kruskal-Wallis, seguido de un Conover post-hoc test). Los resultados 
representan dos experimentos independientes, donde se analizaron 7-10 cerebros por CT/genotipo (N=2, 
n=7-10). 
Al analizar los niveles de PDF en los animales que fueron afectados 
exclusivamente en las lLNvs (Figura 25 B), no se observaron cambios en  la 
oscilación de la inmunoreactividad en las terminales dorsales de las sLNvs, a 
pesar de que se evidencia un sutil efecto (la disminución de la amplitud de la 
oscilación) en el caso de los animales que expresan el ARNi para pdf.  
A continuación, se evaluó la complejidad de las terminales dorsales de 
las sLNvs en cada uno de los contextos genéticos descriptos, para identificar el 
origen de la señal de PDF que afecta específicamente al fenómeno de 
plasticidad estructural. Cuando se redujeron los niveles de PDF en las sLNvs 
(por expresión del pdfARNi), se observó la pérdida de la remodelación estructural 
circadiana, pero, contrariamente a lo esperado, las terminales mostraron 
mucha complejidad en ambos momentos analizados, asemejándose a la 
mañana de un control (CT2) (Figura 26 A); estos resultados contrastan con los 
reportados anteriormente por el laboratorio (Gorostiza et al., 2014), en los 
cuales la expresión del pdfARNi en ambos grupos neuronales (una condición 
similar a un mutante nulo restringido a estadios  adultos) correlaciona con 
terminales poco arborizadas a lo largo de todo el día. Una posibilidad a explorar 
es que la diferencia radique en que en los experimentos realizados en esta 
tesis coexisten un grupo con niveles normales de PDF junto a otro afectado; 
esta posibilidad será contrastada combinando las dos líneas Gal4 descriptas 
anteriormente. 
Afectar los niveles del receptor pdfr exclusivamente en las sLNvs no solo 
altera sutilmente los niveles de PDF sino que también afecta la plasticidad 
estructural. Estos resultados sugieren que la disminución en la vía de 
señalización de PDF –asociada a la reducción de los niveles de neuropéptido 
en las terminales específicamente por la mañana- redunda en una mayor 





Figura 26: La plasticidad estructural circadiana depende de PDF liberado tanto por las sLNvs como 
las lLNvs. Los cerebros fueron disectados al inicio de la mañana subjetiva (CT2) y al principio de la noche 
subjetiva (CT14), durante el sexto día de condiciones constantes (DD6), el cual coincide con el sexto día 
de inducción (30ºC, inducción crónica). A. Izquierda: Imágenes representativas de microscopía confocal, 
del DsRed en las terminales del protocerebro dorsal de animales bajo el control de sLNvs-Gal4;tub-
Gal80
TS
, dcr2. Derecha: Cuantificación de los cruzamientos totales. Animales control muestran la 




, no muestran 
cambios a lo largo del día.  B. Izquierda: Imágenes representativas de microscopía confocal, del DsRed 
en las terminales del protocerebro dorsal de animales bajo el control de c929-Gal4;tub-Gal80
TS
, dcr2. 
Derecha: Cuantificación de los cruzamientos totales. El control (pdfRED, rojo), exhibe remodelación 
estructural circadiana de sus terminales, mientras que animales que expresan pdf
ARNi
 (violeta) pierden 
dicha oscilación; por otro lado, la expresión de pdfr
ARNi 
(verde) no difiere del control. Los datos 
representan dos experimentos independientes (N=2) y un mínimo de 16 cerebros analizados por 
CT/genotipo (n=8-10). Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 
(ANOVA de dos vías, seguido de un Tukey post-hoc test). 
En resumen, tanto con niveles reducidos y constantes de PDF (mediante 
la expresión del pdfARNi) como luego de alterarlos sutilmente por la mañana 
(mediante la expresión del pdfrARNi) correlacionan con arborizaciones complejas 
que no cambian a lo largo del día. Una hipótesis a testear es que exista una 
regulación recíproca entre ambos grupos neuronales por la cual la disminución 
de PDF en las sLNvs provoque un aumento de niveles/liberación del 
neuropéptido proveniente de las lLNvs. En este sentido, el hecho que  disminuir 
los niveles del transcripto pdf en las lLNvs también correlacione con la pérdida 
de la plasticidad estructural (Figura 26 B), sugiere que ambos grupos 




Todos estos resultados indican que la procedencia del neuropéptido 
PDF y su relación con el fenómeno de plasticidad estructural es aún más 
compleja de lo que se hipotetizaba, y que los niveles de PDF y/o la activación 
de su vía de señalización juegan un papel preponderante regulando los 
mecanismos reclutados diferencialmente a lo largo del día para llevar a cabo  la 
remodelación estructural.  
2. Modulación aguda de los niveles de PDF en las LNvs 
Ya hemos visto la relevancia de PDF y su oscilación para la 
remodelación estructural circadiana y cómo estos outputs del reloj dependen 
tanto de un reloj funcional en las LNvs como así también de otros relojes, los 
presentes en la glia. Además, demostramos que el fenómeno de remodelación 
es dependiente de los niveles de neuropéptido, y que en estos cambios de 
conectividad colaboran tanto sLNvs como las lLNvs.  
Dado el tenor de los cambios que se observan a lo largo del día en las 
terminales (Gorostiza et al., 2014) propusimos que a lo largo del día podrían 
reclutarse distintos mecanismos celulares (neuritogénesis, sinaptogénesis, 
cambios en el grado de fasciculación, retracción de neuritas primarias y 
secundarias, etc). Para profundizar en esta caracterización, se evaluó si el 
neuropéptido PDF modula la remodelación de las terminales en momentos 
particulares del día. Para ello día se utilizó un sistema de inducción aguda por 
tiempos cortos. En todos los casos se utilizó una línea de pdfARNi, previamente 
empleada por nuestro laboratorio (Gorostiza et al., 2014). 
Para definir el tiempo de inducción necesario y suficiente para generar 
cambios significativos en los niveles de PDF en las terminales dorsales, se 
realizaron inducciones de 12hs, 24hs y 48hs en presencia de RU en animales 
CD8:GFP;pdf-GS>pdfARNi y se midieron los niveles de PDF en las proyecciones 
por inmunohistoquímica. Si bien 12hs en presencia del inductor resultó 
suficiente para expresar niveles detectables del marcador de membrana 
CD8:GFP, no resultó suficiente para conseguir el  silenciamiento efectivo a 
través de pdfARNi o pdfrARNi. Por otro lado, en 48hs los niveles del neuropéptido 




diferencia es menos pero significativa. Es así que se realizaron inducciones de 
24hs (Ver Anexo, Figura 36) 
2.1. Niveles transcripcionales de pdf  
Para medir la efectividad del pdfARNi luego de las inducciones de 24hs, 
se realizó la extracción de ARN total de cabeza y se midieron los niveles del 
transcripto de pdf (ARNm) por qPCR (Figura 27 A). Tal como se desprende de 
la figura los niveles de pdf disminuyeron al expresar el ARN de interferencia 
(Figura 27 B) en los dos momentos del día examinados. Los niveles de 
mensajero de pdf no varían a lo largo del día en el control, y la expresión del 
pdfARNi disminuye los niveles de transcripto alrededor de un 50% en ambos 
casos.  
Para corroborar el funcionamiento de la herramienta en un esquema 
experimental similar al empleado en secciones anteriores se realizó el mismo 
experimento empleando el sistema termosensible con tub-Gal80TS 
(previamente descripto). Se observó el mismo resultado con ambos sistemas 
de inducción, sugiriendo que luego de 24h la expresión de pdfARNi es efectiva 
para disminuir los niveles del transcripto aproximadamente a la mitad (Datos no 
mostrados).
 
Figura 27: Disminución aguda de los niveles de pdf. Cuantificación de los niveles de ARNm total de 
cabeza de pdf por real-time q-PCR. A. Esquema de trabajo. Los animales fueron hambreados por 12 
horas para luego ser transferidos a comida con RU-486 tanto a ZT2 como a ZT14. 24 horas después se 
obtuvieron las cabezas, para disectar cerebros o para la extracción de ARNm. B. Cuantificación de los 
niveles relativos de pdf por qPCR. Los niveles fueron normalizados al gen de referencia rpl49. Las barras 
grises corresponden al control (UAS-dcr2), y las blancas a los animales tratados con el ARNi para pdf 
(UAS-dcr2;pdf
ARNi
), bajo el control de pdf-GS. Un test t de Student muestra diferencias significativas entre 
los niveles de expresión. El asterisco (*) indica diferencias significativas con un p<0.05. Tres experimentos 




Curiosamente, en la literatura el análisis de los niveles transcripcionales 
de pdf a lo largo del día se limita a experimentos de Northern Blot, realizados 
hace casi dos décadas (Park and Hall, 1998). Estudios posteriores analizaron 
los diferentes factores que afectan dichos niveles de ARNm (Mezan et al., 
2016; Park et al., 2000; Sabado et al., 2017) por lo que aún no se cuenta con 
una curva temporal de los niveles transcripcionales de pdf realizada con una 
técnica más sensible, como es la qPCR. Esto nos llevó a analizar los niveles 
del pdf a lo largo del día.  
Se realizó una curva temporal con resolución de 3hs de animales control 
(genotipo w1118) para luego realizar PCR cuantitativas en tiempo real y medir 
los niveles del transcripto a lo largo de un ciclo bajo condiciones de 
sincronización (LD). Para nuestra sorpresa, los niveles de ARNm de pdf no son 
constantes a lo largo del día como había sido reportado, sino que tienen un 
máximo hacia el final de la noche (ZT20) (Figura 28). Esta diferencia no fue 
observada en los experimentos descriptos previamente ya que los niveles 
fueron analizados en otros puntos de la curva (ZT2 y ZT14, coincidentes con 
los momentos de máximo y mínimo niveles de PDF en las terminales del 
protocerebro dorsal (Figura 27 B)).  
 
 
Figura 28: Curva temporal de niveles de pdf. Cuantificación por la técnica PCR cuantitativa  (qPCR por 
su sigla en inglés) de los niveles de transcripto pdf en cabezas de animales w
1118
 (control) que se 
encontraban en LD. La barra blanca coincide con las luces prendidas, mientras que la barra gris las luces 
apagadas. Los niveles fueron normalizados al gen de referencia rpl49. Las barras de error representan el 
E.E (error estándar). Los asteriscos (***) indican diferencias significativas con un p<0.001 (ANOVA, 




Esta es la primer evidencia que muestra una oscilación en los niveles 
transcripcionales de pdf a lo largo del día.  
2.2. Efectos sutiles en la inmunoreactividad de PDF 
Luego de confirmada la eficacia de la línea pdfARNi en los dos momentos 
del día evaluados (ZT2 y ZT14), se procedió a analizar si la disminución 
observada a nivel transcripcional se veía reflejada en los niveles de PDF. Para 
ello, bajo el mismo esquema de trabajo (Figura 27 A), se examinó la 
inmunoreactividad de PDF en el protocerebro dorsal. Contrariamente a lo 
esperado, al cabo de 24h de inducción no se detectó una disminución 
significativa de la inmunoreactividad de PDF en ninguno de los puntos 
analizados (Figura 29 A y C); sin embargo, se observó una tendencia a 
menores niveles en el día y mayores en la noche respecto al control. Para 
examinar si la inducción aguda traía aparejada una reducción en la amplitud de 
las oscilaciones  se relativizaron los niveles de la mañana a los de la noche 
(ZT2/ZT14), y se pudo observar que dicha oscilación disminuye y resulta 
significativamente distinta a la observada en el control (Figura 29 B). Esto 
indica que si bien en 24hs se logra la reducción del transcripto a un 50% de los 
valores esperables en el control, esa caída no se refleja en una reducción 





Figura 29: La disminución aguda de los niveles del ARNm de pdf altera sutilmente la oscilación de 
PDF en las terminales dorsales. A. Cuantificación de los niveles de PDF de cerebros de animales que 
fueron disectados 24hs después de haber sido inducidos con RU, para activar GeneSwitch, a ZT2 y ZT14. 
Los niveles de PDF aún oscilan en presencia del ARNi para pdf (blanco) entre la mañana y la noche, al 
igual que el control (gris). B. Coeficiente de los niveles de PDF, ZT2/ZT14. Como se observa, la amplitud 
de la oscilación de los animales tratados (blanco) es distinta al control (gris). El asterisco (*) indica 
diferencias estadísticamente significativas, con un p<0.05 (ANOVA de una vía seguido de un Fisher post-
hoc test). Se realizaron tres experimentos independientes, con un mínimo de 24 cerebros analizados 
(N=3, n=7-10). C. Imágenes representativas de microscopía confocal de PDF en las terminales del 
protocerebro dorsal de animales bajo el control de CD8GFP;pdf-GS. 
2.3. Pérdida de la remodelación estructural  
Una vez corroborado que los niveles de PDF en las terminales de las 
sLNvs sólo cambian sutilmente luego de la disminución aguda del transcripto 
correspondiente, se propuso evaluar si cambios sutiles en los niveles de PDF 
podrían afectar la remodelación de las terminales en ventanas acotadas del 
día.  
Inesperadamente, encontramos que aún bajo estas condiciones no hay 
plasticidad estructural de las terminales dorsales. Las proyecciones exhibieron 
terminales muy arborizadas a lo largo del día, reminiscentes a un control por la 





Figura 30: La disminución en la amplitud de oscilación de los niveles de PDF afecta de forma 
drástica la plasticidad estructural. Los animales fueron disectados 24hs después de haber sido 
inducidos con RU, para activar GeneSwitch, a ZT2 y ZT14. A. Cuantificación de los cruzamientos totales. 
Animales control (gris) muestran la remodelación circadiana de sus terminales, mientras que animales con 
pdf
ARNi 
no muestran dicho fenómeno.  El asterisco (*) indica diferencias estadísticamente significativas con 
un p<0.05 (ANOVA de una vía, seguido de un Fisher post-hoc test). Se realizaron tres experimentos 
independientes, con un mínimo de 24 cerebros analizados (N=3, n=7-10). B. Imágenes representativas de 
microscopía confocal mostrando la expresión de CD8GFP en las terminales del protocerebro dorsal de 
animales pdf-GS.  
Estos resultados aportan nueva evidencia respecto de la relevancia de 
los niveles de PDF para la plasticidad estructural, ya que cambios sutiles en la 
inmunoreactividad dentro de las terminales dorsales se asocian a una marcada 
alteración de la remodelación de las mismas. Además, confirma la íntima 
relación entre estos dos outputs del reloj, aunque aún se desconocen los 
mecanismos a través de los cuales interactúan. Por el momento se conoce  
que ambos dependen del correcto funcionamiento del reloj molecular 
(Fernandez et al., 2008; Herrero et al., 2017; Park et al., 2000) y que son 
modulados por cambios en la excitabilidad de las LNvs (Depetris-Chauvin et al., 
2011; Fernandez et al., 2008; Lear et al., 2005) .  
3. La actividad eléctrica neuronal y su relevancia sobre outputs 
del reloj 
Tanto en Drosophila como en mamíferos hay abundante evidencia 
acerca del impacto del reloj molecular sobre la excitabilidad de las neuronas 
reloj, que se manifiesta a través de cambios a lo largo del día en las 
conductancias, el potencial de reposo y, en definitiva, patrones circadianos de 




2017). Durante el día, las neuronas reloj presentan mayor actividad 
espontánea, la cual se encuentra asociada a una mayor conductancia de Na+ 
voltaje dependiente. Mientras que por la noche diferentes tipos de canales de 
potasio (K+) regulan el patrón de disparos de potencial de acción. Además, la 
actividad eléctrica de la membrana plasmática señalizaría a través de cambios 
en el calcio (Ca2+) intracelular y el AMP cíclico (AMPc) para regular la actividad 
del reloj. Se ha reportado que la hiperexcitación de las sLNvs por una corriente 
de Na+ resulta en patrones complejos de actividad locomotora. Estos 
experimentos sugieren un rol para PDF y la actividad eléctrica como 
sincronizadores de múltiples osciladores neuronales independientes (Nitabach 
et al., 2006).  
Teniendo en cuenta estos antecedentes resulta natural que alterar la 
actividad eléctrica podría modificar los outputs del reloj, tanto los niveles de 
dicho neuropéptido como también de la remodelación circadiana de sus 
terminales.  
Una evidencia a favor  de que alterar la excitabilidad neuronal afecta la 
plasticidad estructural se obtuvo, indirectamente, al combinar fluoróforos de 
membrana para analizar en detalle el proceso de remodelación; curiosamente, 
animales control expresando conjuntamente CD8-GFP y myr-RFP mostraron 
terminales poco arborizadas, que no cambiaban su estructura a lo largo del día. 
Esta observación inicial fue repetida en varios experimentos combinando líneas 
distintas; el efecto fue atribuído a la sobrecarga de la membrana de las sLNvs 
(Ver Anexo, Figura 37).  
Para comprender la manera en que cambios en la excitabilidad neuronal 
modulan los niveles de PDF, se expresó un canal iónico sensible a 
temperatura, TrpA1 (Hamada et al., 2008). La activación de TRPA1 se limitó a 
la incubación de los animales por 2 horas a 30ºC (Petsakou et al., 2015; 
Sivachenko et al., 2013); en estas condiciones se espera depolarizar de forma 




3.1. Depolarizar las LNvs afecta los niveles de PDF en forma 
diferencial a lo largo del día 
Las LNvs son más activas durante el día que por la noche (Cao and 
Nitabach, 2008; Muraro and Ceriani, 2015). Si bien no ha sido demostrado 
experimentalmente, se ha propuesto que la diferencia de niveles de PDF en las 
terminales se asocia a una liberación diferencial a lo largo del día. En este 
sentido se esperaba que como resultado de la depolarización aguda de las 
LNvs, ocurriera la liberación masiva del contenido vesicular de las terminales 
de las sLNvs. El experimento se realizó en animales CD8:GFP;pdf-
GS,dcr2>UAS-trpA1 mantenidos en comida con inductor por 48 horas (para 
permitir la visualización del fluoróforo de membrana y la expresión de la versión 
no activa del canal TRPA1), los cuales se transfirieron a 30°C por 2hs para 
inducir la activación del canal iónico, y por lo tanto, la depolarización a ¨corto 
plazo¨ de las LNvs. Los resultados se muestran en la Figura 31. 
Contrariamente a lo esperado, la depolarización aguda de las LNvs al 
inicio del día subjetivo no tuvo efecto sobre los niveles (inmunoreactividad) de 
PDF en las terminales dorsales, que son indistinguibles de los del control 
(Figura 31 B). Por otro lado, la depolarización forzada al inicio de la noche 
subjetiva resultó en un aumento significativo de los niveles de PDF en las 
terminales, comparables a los del día tanto en animales control como tratados  
(Figura 31 A y B). Estos resultados sugieren que durante el día subjetivo las 
LNvs se encuentran en un estado de máxima depolarización (que depende de 
propiedades intrínsecas de la membrana definidas por el reloj, entre ellas el 
tipo y densidad de canales iónicos) de modo que la depolarización forzada por 
activación del canal TRPA1 no tiene efecto adicional y los niveles de PDF se 
mantienen inalterados. Una interpretación alternativa para este interesante 
resultado es que los procesos que determinan los niveles de PDF en las 
terminales (como la síntesis/ transporte/ reclutamiento/ liberación) están en su 
máxima capacidad y la depolarización mediada por TRPA1 no los afecta 
(Nitabach et al., 2006). Por el contrario, durante la noche subjetiva la misma 
depolarización forzada tiene un claro efecto en la excitabilidad de las LNvs, y 




Estos resultados corroboran que los niveles de PDF no sólo son 
modulados por el reloj sino también por la actividad eléctrica. Futuros 
experimentos permitirán develar si esta regulación es a nivel transcripcional (a 
través de factores de transcripción de tipo Mef2, cuya expresión depende tanto 
de la actividad eléctrica como del reloj molecular, (Sivachenko et al., 2013)) o 
es una acción directa sobre los niveles del neuropéptido en las terminales. 
 
Figura 31: La depolarización de las neuronas LNvs provoca un aumento en los niveles de PDF de 
forma diferencial a lo largo del día. Animales adultos fueron colocados en comida con RU por 48hs para 
permitir la visualización del fluoróforo de membrana CD8:GFP, luego se les dio un shock de 30ºC para 
activar el canal iónico TrpA1 por solo dos horas, después de las cuales se disectaron los cerebros, tanto a 
CT2 como CT14. A. Imágenes representativas de microscopía confocal, de PDF en las terminales del 
protocerebro dorsal de animales control (celeste) y animales que expresan TrpA1 (rosa) bajo el control de 
CD8:GFP,dcr2;pdf-GS. B. Cuantificación de los niveles de PDF de cerebros de animales que fueron 
disectados 2hs después de haber sido inducidos a 30ºC, para activar TRPA1, a CT2 y CT14. Los niveles 
de PDF oscilan en el control (celeste) pero no así en presencia de TrpA1 (rosa). Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de una vía Kruskal-Wallis, seguido de 
un Conover post-hoc test, n=7-10, N=3). 
3.2. Efectos de la depolarización sobre la plasticidad 
estructural 
Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que tanto la 
hiperpolarización como la depolarización crónica en el cerebro adulto afectan la 
remodelación de las terminales (Depetris-Chauvin et al., 2011; Gorostiza et al., 
2014). Puesto que una breve depolarización forzada afecta los niveles de PDF, 
se decidió examinar el impacto de esta desregulación acotada en el fenómeno 
de plasticidad estructural. Para ello se empleó el mismo paradigma 
experimental en los mismos genotipos.   
La depolarización aguda de las LNvs al inicio de la noche subjetiva 




control por la mañana, tal como ya había sido reportado (Petsakou et al., 2015; 
Sivachenko et al., 2013). Por otro lado, la depolarización aguda al inicio de la 
mañana subjetiva no tuvo efecto sobre las arborizaciones, las cuales se 
mantienen constantes a lo largo del día (Figura 32 B). Estos resultados 
evidencian que la excitabilidad neuronal afecta paralelamente a las 
oscilaciones de los niveles de PDF y al fenómeno de plasticidad estructural 
circadiana, aunque no permiten discernir si ambos outputs están regulados 
directa (e independientemente) por cambios en la actividad o si son 
interdependientes.  
 
Figura 32: Alterar la actividad eléctrica de las LNvs provoca alteraciones en la remodelación 
estructural circadiana. Animales adultos fueron colocados en comida con RU por 48hs para permitir la 
visualización del fluoróforo de membrana CD8:GFP, luego se les dio un shock de 30ºC para activar el 
canal iónico TrpA1 por solo dos horas, después de las cuales se disectaron los cerebros, tanto a CT2 
como CT14. A. Imágenes representativas de microscopía confocal, de CD8:GFP en las terminales del 
protocerebro dorsal de animales control (celeste) y animales que expresan TrpA1 (rosa) bajo el control de 
CD8:GFP,dcr2;pdf-GS. B. Cuantificación de los cruzamientos totales. Animales control (celeste) muestran 
la remodelación circadiana de sus terminales, mientras que animales con TrpA1 (rosa) no muestran dicho 
fenómeno.  Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de 
una vía, seguido de un Tukey post-hoc test, n=7-10, N=3). 
3.3. La depolarización aguda de las LNvs es suficiente para 
rescatar los niveles de PDF  
Los resultados presentados a lo largo de esta tesis muestran el impacto 
de alterar los niveles de PDF en el fenómeno de remodelación. En ese contexto 
resulta de interés indagar en los mecanismos de regulación de los niveles del 
propio neuropéptido. Para corroborar si sus niveles en las terminales axonales 
dependen directamente del control circadiano de la excitabilidad neuronal se 




contrarrestar (lo que en la jerga genética se denomina ¨rescatar¨) la reducción 
en los niveles de PDF asociada a la expresión del pdfARNi (descripto en la 
Figura 31).  
Llamativamente, el análisis de la inmunoreactividad de PDF en las 
terminales mostró que la depolarización forzada resultó en niveles elevados de 
PDF tanto en el día (CT2) como la noche subjetiva (CT14) (Figura 33 A y B). 
Estos resultados son muy interesantes, ya que sugieren que depolarizar las 
LNvs modula activamente el reclutamiento de vesículas PDF+ hacia las 
terminales ya sea aumentando la traducción local (cambios 
transcripcionales/traduccionales en el soma resultan menos probables dada la 
ventana acotada), el llenado de las vesículas y/o el transporte hacia el 
protocerebro dorsal. De hecho, existen evidencias de que cambios en la 
excitabilidad de las terminales neuronales aumentan la movilidad de las 
vesículas donde se almacenan neuropéptidos (DCV, del inglés, dense core 
vesicles), su interacción con la membrana y su liberación al espacio sináptico 
(Ng et al., 2002; Shakiryanova et al., 2007; Shakiryanova et al., 2005). Por otro 
lado, estos resultados descartarían la interpretación que la depolarización 
resulta en el incremento de la tasa de liberación, ya que se esperaría una 
reducción de los niveles de PDF si ese fuera el caso. 
 
Figura 33: La depolarización de las LNvs rescata los niveles de PDF en las terminales dorsales.  
Animales adultos fueron colocados en comida con RU por 48hs para permitir la visualización del fluoróforo 
de membrana CD8:GFP y la acción del ARNi de pdf. A continuación se les dio un shock de 30ºC para 
activar el canal iónico TrpA1 por solo dos horas, inmediatamente se disectaron los cerebros, tanto a CT2 
como CT14. A. Imágenes representativas de microscopía confocal, mostrando los niveles de PDF en las 
terminales del protocerebro dorsal de animales control que se mantuvieron a 22ºC (amarillo) y animales 
que fueron transferidos a 30ºC (rojo), expresando tanto TrpA1 como pdf
ARNi 
bajo el control de 
CD8:GFP,dcr2;pdf-GS. B. Cuantificación de los niveles de PDF de cerebros de animales que fueron 




de PDF son bajos y constantes en el control donde es sólo activo el pdf
ARNi 
(amarillo), mientras que son 
altos y constantes cuando además es activado TrpA1 (rojo). Letras iguales indican que no hay diferencias 
estadísticamente significativas con un p>0.05 (ANOVA de una vía Kruskal-Wallis, seguido de un Conover 
post-hoc test, n=7-10, N=3).C. Control cd8:GFP,dcr2;pdf-GS>+ a 30ºC, correspondiente a Figura 31 B. 
Los resultados no son comparables con los mostrados en B., pero se incluyen como referencia para 
facilitar la interpretación de los datos. 
Tanto la depolarización forzada como la disminución acotada (24hs) de 
los niveles de PDF en el cerebro adulto se asocian a proyecciones complejas, 
más arborizadas, que no se modifican a lo largo del día. Tal como se mencionó 
en el párrafo anterior, es posible proponer al menos dos escenarios para 
entender esta interrelación. Por un lado, cambios en la excitabilidad podrían 
provocar cambios en los niveles de neuropéptido y éste, a través de su vía de 
señalización, mediar en el proceso de remodelación, alterando perfiles 
transcripcionales (Mezan et al., 2016; Sabado et al., 2017) o por regulación 
local (Seluzicki et al., 2014). Alternativamente, ambos procesos podrían actuar 
paralelamente sobre el proceso de remodelación; en este escenario se 
esperaría que la depolarización forzada en contexto de la reducción de los 
niveles de PDF podría resultar en terminales de  complejidad exacerbada, 
superior a la que se observa en los controles durante el día subjetivo. Sin 
embargo, la expresión sostenida (por 48hs) de pdfARNi se asocia a proyecciones 
menos complejas (Figura 34 B, a 22oC), observación que contrasta con el 
efecto más agudo (<24hs, Figura 30). 
Para discernir entre estas posibilidades se analizó la estructura de las 
terminales dorsales en el contexto experimental descripto en la sección previa. 
Llamativamente, encontramos que, independientemente de los niveles de PDF 
(es decir, en controles -Figura 32- o en contexto de la expresión del pdfARNi –
Figura 34-), la depolarización aguda de estas neuronas aumenta el grado de 
arborización de las terminales, aumentando la generación de nuevas neuritas 
(Figura 34 A y B).  
Hasta ahora, no se había investigado las consecuencias directas (a corto 
plazo) de modular la actividad eléctrica de las LNvs sobre estos dos outputs del 
reloj: la oscilación circadiana de los niveles de PDF y la remodelación 
estructural de las terminales dorsales. Una posible interpretación es que el 
control circadiano de la excitabilidad neuronal tiene un rol fundamental en la 




remodelación estructural. Alternativamente, PDF en las terminales podría 
modular la actividad localmente a través de canales activables por nucleótidos 
cíclicos (Seluzicki et al., 2014), y de este modo mediar el proceso de 
remodelación. Futuros experimentos serán necesarios para esclarecer dichas 
posibilidades.  
 
Figura 34: La depolarización de las LNvs aumenta el número de nuevas neuritas. Animales adultos 
fueron colocados en comida con RU por 48hs para permitir la visualización del fluoróforo de membrana 
CD8:GFP y la acción del ARNi de pdf. A continuación se les dio un shock de 30ºC para activar el canal 
iónico TrpA1 por solo dos horas, inmediatamente se disectaron los cerebros, tanto a CT2 como CT14. A. 
Imágenes representativas de microscopía confocal de CD8:GFP en las terminales del protocerebro dorsal 
de animales control que se mantuvieron a 22ºC (amarillo) y animales que fueron colocados a 30ºC (rojo), 
todos expresando tanto TrpA1 como pdf
ARNi 
bajo el control de CD8:GFP,dcr2;pdf-GS. B. Cuantificación de 
los cruzamientos totales de las terminales dorsales. Los entrecruzamientos son bajos y constantes en 
control donde sólo es activo el pdf
ARNi 
(amarillo), mientras que son altos y constantes cuando además es 
activado TrpA1 (rojo). Letras iguales indican que no hay diferencias estadísticamente significativas con un 
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Hace unos años nuestro laboratorio describió por primera vez cambios a 
lo largo del día en la morfología de las proyecciones de un grupo central de 
¨neuronas reloj¨, fenómeno que denominamos ¨plasticidad estructural 
circadiana¨ (Fernandez et al., 2008; Muraro et al., 2013). Puesto que estas 
neuronas -las sLNv- cumplen un papel fundamental en el circuito que controla 
los ciclos de actividad y reposo en la mosca adulta es posible que la plasticidad 
estructural contribuya a dicha ritmicidad. Las neuronas sLNvs son 4 por 
hemisferio; los somas se encuentran en la médula accesoria y proyectan 
dorsoventralmente hacia el protocerebro dorsal donde residen otros grupos de 
neuronas reloj. Los cambios estructurales más dramáticos se observan 
justamente en las terminales del protocerebro dorsal. Un análisis más detallado 
de la morfología de las terminales (limitado a la resolución provista por un 
microscopio confocal) sugiere que por la mañana se generan nuevos procesos, 
más elaborados y ramificados; las neuritas primarias están separadas entre sí y 
se logra detectar un mayor número de botones sinápticos; por otro lado, al 
inicio de la noche aumenta el grado de fasciculación entre neuritas primarias y 
se detecta un número menor de botones sinápticos; finalmente, hacia el final de 
la noche las neuritas principales recorren se acortan significativamente, si bien 
el número de botones sinápticos no parece modificarse (Gorostiza et al., 2014). 
Si en lugar de hacer un análisis poblacional por tinción de inmunohistoquímica 
se analizan los cambios en los mismos cerebros mantenidos ex vivo, se 
identifican principalmente cambios en el grado de fasciculación (en un 80% de 
los cerebros analizados), cambios en la posición de los botones sinápticos 
(cerca del 50% de los cerebros analizados) así como la aparición de nuevas 
neuritas (en un 30% de los cerebros) al compararlos entre una noche y la 
mañana subsiguiente (Gorostiza et al., 2014).  
   Esas observaciones iniciales permitieron generar descubrimientos 
adicionales, como que esta remodelación circadiana involucra cambios en el 
número de sinapsis y conectividad, y concomitantemente, que las neuronas 
sLNvs se contactan con diferentes targets postsinápticos a lo largo del día 
(Gorostiza et al., 2014); estos descubrimientos llevaron a proponer que la 
plasticidad estructural resulta en cambios en la fuerza de la comunicación entre 
grupos circadianos, lo que podría contribuir a la adaptación estacional 
(Gorostiza et al., 2014; Petsakou et al., 2015). La remodelación estructural 
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circadiana se ha observado tanto en estructuras del cerebro correspondientes 
al reloj, como en otras regiones del mismo que reciben inputs de este oscilador 
(Bosler et al., 2015); cabe destacar que se ha demostrado que coexisten con 
cambios circadianos en la excitabilidad neuronal y la eficiencia sináptica dentro 
y fuera de las estructuras reloj, pero la relación precisa entre estas dos formas 
de plasticidad aún no es fácil de explicar (Frank and Cantera, 2014).  
Mecanismos autónomos de célula subyacen a la 
remodelación continua de las terminales neuronales 
 
Los cambios rítmicos en la morfología neuronal reportados, al menos en 
Drosophila, incluyen aquellos de calibre axonal, complejidad de arborizaciones, 
vesículas sinápticas y número de sinapsis. Una de las estructuras que 
experimenta cambios diarios y circadianos es el sistema visual, el cual muestra 
cambios en el número de contactos sinápticos como también en la morfología 
de sus neuronas y células de la glia (Damulewicz et al., 2013; Gorska-
Andrzejak et al., 2013; Pyza and Meinertzhagen, 1999; Weber et al., 2009); otro 
ejemplo caracterizado son los cambios cíclicos en la morfología exhibidos por 
las neuronas motoras del adulto (Mehnert et al., 2007; Mehnert and Cantera, 
2008; Ruiz et al., 2010; Ruiz et al., 2013), y también en interneuronas del 
cerebro central (Fernandez et al., 2008).  
Dada la naturaleza de los cambios que se van observando a lo largo del 
día, es posible que el reloj molecular reclute distintos procesos celulares para 
llevar a cabo la remodelación estructural. En cuanto a los mecanismos 
celulares subyacentes, contribuciones de nuestro laboratorio y de otros han 
mostrado que la plasticidad estructural circadiana depende de un reloj funcional 
(Fernandez et al., 2008; Herrero et al., 2017), es sensible a cambios de 
excitabilidad de la membrana (Depetris-Chauvin et al., 2011) a través de la 
actividad del factor de transcripción MEF2, cuya expresión depende del reloj 
circadiano y de la actividad neuronal; MEF2 a su vez regula la expresión de 
genes efectores responsables de parte de los cambios estructurales, por 
ejemplo de Fasciclin II (Sivachenko et al., 2013). Como parte del proceso de 
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remodelación también se recluta a una metaloproteasa de matriz extracelular 
llamada MMP1, quien a su vez modula los niveles del neuropéptido PDF, el 
cual, a través de un mecanismo aún desconocido, afecta el proceso de la 
remodelación (Depetris-Chauvin et al., 2014). El proceso también recluta 
mecanismos involucrados en la remodelación del citoesqueleto de actina 
(Petsakou et al., 2015), aunque la temporalidad de estos eventos no se ha 
explorado de ninguna forma.  
Como en el caso de tantos outputs controlados por el reloj, se esperaba 
que al menos parte de las moléculas activamente responsables de orquestar la 
remodelación estructural mostrasen una modulación circadiana de su expresión 
génica, estabilidad proteica y/o de su actividad. Consecuentemente, la 
remodelación circadiana debería ser directamente controlada por un reloj 
circadiano autónomo de célula, por ejemplo, el que opera en esas neuronas 
específicas, una posibilidad que no se había explorado hasta el inicio de esta 
tesis. Entonces, para examinar si el reloj de las dirige la remodelación 
estructural utilizamos diferentes estrategias genéticas para alterar las 
oscilaciones moleculares. Sorprendentemente, mientras que el silenciamiento 
adulto-específico de los represores del reloj molecular (a través de la expresión 
de perARNi y timARNi) resultaron en patrones de arborización menos complejos, 
alterar la activación transcripcional del dímero CLK/CYC (a través de la 
expresión del dominante negativo de CYC, cycDN) se corresponde con la 
máxima complejidad de las terminales, a pesar de que las distintas estrategias 
empleadas provocan una alteración similar en las oscilaciones de los niveles de 
ARNm de estos genes reloj. Sin embargo, una inspección más detallada de la 
arquitectura de las arborizaciones sugiere que fenómenos adicionales son 
afectados; particularmente en el caso del dominante negativo de CYC, cycDN, 
donde no sólo las terminales son más complejas durante el día, sino que 
además la integridad de la membrana parece estar severamente alterada, de 
un modo que no se ha visto en los controles en ninguna condición.  Se 
requieren experimentos adicionales para entender este proceso por completo; 
un candidato obvio que podría mediar la morfología alterada es la modulación 
circadiana de la dinámica de actina (Petsakou et al., 2015) que impacta 
directamente en la integridad estructural y la plasticidad de las neuronas y sus 
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sinapsis. Estos resultados indican que el reloj circadiano no solo dirige la 
remodelación diaria sino que podría adicionalmente jugar un papel activo en el 
mantenimiento de la estructura neuronal (Mehnert and Cantera, 2011).  
Efectos diferenciales derivados de la disrupción aguda y 
crónica del reloj  
Al estudiar la naturaleza circadiana del fenómeno de remodelación en 
diferentes estructuras se puso en evidencia que los mutantes con pérdida de 
función per01 y tim01 no solo interfieren con los aspectos temporales de este 
fenómeno  sino que se asocian a proyecciones alteradas, lo que sugiere que el 
reloj molecular juega un rol en el mantenimiento de la morfología normal  
(Mehnert and Cantera, 2011). Llamativamente, los mutantes nulos de per y tim 
muestran fenotipos opuestos en la arquitectura de sus terminales neuronales 
(Fernandez et al., 2008; Mehnert et al., 2007), sugiriendo que ambas proteínas 
podrían tener roles adicionales a aquellos de que llevan a cabo como parte de 
la maquinaria del reloj. Para ahondar en esta posibilidad, silenciamos tanto per 
como tim en cerebros adultos, una vez que toda la red circadiana está 
establecida y conectada. Contrariamente a lo observado en los mutantes nulos, 
el silenciamiento adulto-específico de ambos genes resulta en una estructura 
similar, que en todos los casos se asemeja a los patrones de arborización 
menos complejos observados en los controles por la noche (Herrero et al., 
2017). Estos resultados refuerzan la noción de que las diferencias estructurales 
asociadas a las mutaciones de pérdida de función podrían develar procesos 
adicionales en los cuales estas proteínas están involucradas durante el 
desarrollo temprano o durante el establecimiento del circuito circadiano. 
La contribución de los relojes de la glia a la plasticidad 
estructural de las sLNvs 
A través de los años se ha establecido que la glia, en particular la 
comunicación neurona-glia, juega un papel activo en el control de outputs 
rítmicos, afectando la inmunoreactividad de PDF en las terminales dorsales y 
concomitantemente, al comportamiento rítmico (Ng et al., 2016; Ng et al., 2011; 
Suh and Jackson, 2007). Sorprendentemente, afectar los relojes de la glia per 
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se no impacta en los patrones de actividad locomotora, al menos bajo el 
silenciamiento crónico de los niveles de per (Ng et al., 2011).  
En el sistema visual la remodelación circadiana de las terminales 
neuronales es usualmente dirigida por diferentes osciladores circadianos, y 
ocurre en los fotoreceptores, los osciladores periféricos más abundantes en la 
cabeza de Drosophila (Weber et al., 2009). En este último caso, la modificación 
circadiana que impulsa la remodelación probablemente deriva de los 
fotorreceptores, de las neuronas reloj PDF+ en el cerebro, así como también la 
glia circundante (revisado por (Gorska-Andrzejak, 2013)). Los cambios 
estructurales también correlacionan con cambios en la abundancia de un 
marcador presináptico de zonas activas llamado Bruchpilot, BRP (Gorska-
Andrzejak et al., 2013). En este caso se ha reportado que al bloquear la función 
del reloj en la glia se altera, aunque no desaparecen, los cambios diarios en la 
acumulación de BRP  en la lámina (Gorska-Andrzejak et al., 2013). En la 
mosca hogareña, las células de la glia cambian de tamaño en una fase 
contraria comparada a las neuronas, y la remodelación se ve afectada tanto al 
perturbar el metabolismo de la glia como también su comunicación (Pyza and 
Gorska-Andrzejak, 2004).  
Para comenzar a evaluar si los relojes de la glia contribuyen a la 
remodelación estructural de las proyecciones de las LNv, se restringió la 
expresión pan-glial de CYCDN al adulto. En estas condiciones la disrupción 
aguda (por 2 días) de los relojes de la glia alteró por completo la plasticidad 
estructural circadiana, resaltando su contribución activa en el proceso de 
remodelación. No obstante, bajo las mismas condiciones, la inmunoreactividad 
de PDF en las terminales dorsales no fue afectada respecto al control, 
inesperadamente desacoplando ambos outputs del reloj (Figura 23). A pesar de 
no poder corroborar bioquímicamente el efecto derivado del bloqueo a corto 
plazo del funcionamiento del dímero CLK/CYC, nuestros resultados sugieren 
que la remodelación estructural diaria de las terminales de las LNvs es aún 
más sensible a alteraciones fisiológicas de la glia que los niveles de PDF en las 
mismas terminales. 
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La comunicación neurona-glia participa activamente en la regulación 
circadiana de la remodelación de las terminales a pesar de que los 
mecanismos aún no han sido descriptos (Herrero et al., 2017). Un escenario 
posible se basaría en la liberación circadiana de gliotransmisores, como ocurre 
en los astrocitos en mamíferos (como por ejemplo, ATP (Burkeen et al., 2011; 
Marpegan et al., 2011)), u otros ligandos descriptos como mediadores de la 
comunicación neuro-glial;  los candidatos a estudiar pertenecen a las vías de 
señalización de crecimiento de fibroblastos (FGF) y a la familia de Bone 
morphogenetic protein (BMP, (Awasaki et al., 2011; Fuentes-Medel et al., 2012; 
Stork et al., 2014). Estas moléculas pueden alterar la excitabilidad de las 
terminales neuronales, por último afectando mecanismos dependientes de 
actividad conocidos por ser requeridos para la plasticidad estructural 
(Sivachenko et al., 2013) , o por ser reclutados directamente durante el proceso 
de remodelación.  
La remodelación estructural circadiana también ha sido descripta en los 
núcleos supraquiasmáticos (SCN) del cerebro de mamíferos. En particular, se 
han observado cambios cíclicos antifásicos en la glia que rodea a las neuronas 
VIP y AVP en el SCN de ratas y se ha propuesto que dichos cambios 
contribuyen a la sincronización del reloj a los ciclos de luz-oscuridad (Becquet 
et al., 2008). Aunque poco se sabe acerca de la remodelación estructural en el 
cerebro de los mamíferos, la conservación generalizada de los mecanismos 
subyacentes al reloj molecular permiten postular la ocurrencia de este 
fenómeno de plasticidad en el cerebro de los mamíferos. 
La acción conjunta de las lLNvs y sLNvs modula la 
plasticidad estructural 
La red circadiana de Drosophila melanogaster está comprendida por 
aproximadamente 150 neuronas, entre las cuales solo 6 expresan el 
neuropéptido PDF, las LNvs. Para profundizar la caracterización de los 
mecanismos que regulan la plasticidad estructural, analizamos la contribución 
de los niveles de PDF, los cuales están íntimamente relacionados al fenómeno 
de plasticidad (Depetris-Chauvin et al., 2014). Los resultados obtenidos durante 
esta tesis muestran que una alteración sutil en los niveles del neuropéptido 
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(indistinguibles mediante la técnica de inmunohistoquímica) son suficientes 
para interferir con la remodelación (Figura 30) de lo cual se desprende la 
importancia que su vía de señalización opere adecuadamente en cada 
momento del día. Para indagar en esta posibilidad se desregularon tanto los 
niveles de PDF como los de PDFR aisladamente en las sLNvs o en las lLNvs. 
Como era de esperar, los niveles de PDF en las terminales de las sLNvs se 
afectaron significativamente por expresión del pdfARNi en dichas neuronas (no 
así en las lLNvs,Figura 25); sin embargo, interferir con su señalización por 
expresión de pdfrARNi en las sLNvs también alteró los niveles de PDF en dichas 
terminales, especialmente al comienzo del día (dia subjetivo); estos resultados 
sugieren que PDF modula su acumulación en las terminales por mecanismos 
aun no dilucidados, pero que podrían depender de la actividad (Seluzicki et al., 
2014). 
En cuanto al fenómeno de plasticidad, tanto la expresión de pdfARNi como 
pdfrARNi en las sLNvs se asocian a proyecciones complejas y  constantes a lo 
largo del día, reminiscentes al control por la mañana (CT2) (Figura 26). 
Llamativamente, la expresión del pdfARNi en las lLNvs, si bien no afecta 
significativamente los niveles de PDF en las terminales, también altera la 
remodelación, y el grado de arborización de las proyecciones a lo largo del día 
es indistinguible del control por la mañana. Estos resultados sugieren que 
receptores de PDF localizados tanto en las terminales del protocerebro dorsal 
como en el compartimiento somatodendrítico de las sLNvs en la médula 
accesoria (atravesada por las proyecciones de algunas lLNvs en su trayecto 
contralateral) pueden sensar el PDF liberado por las sLNvs o lLNvs, 
respectivamente, y activar su cascada de señalización, mediando el proceso de 
remodelación a través de mecanismos aún desconocidos. En este sentido, una 
posibilidad es que los receptores en las terminales medien cambios rápidos, 
como los asociados a la apertura/cierre de canales, y por lo tanto, terminen 
modulando la actividad local (Seluzicki et al., 2014), y por lo tanto disparen 
mecanismos dependientes de actividad; por otro lado, los receptores 
localizados en el compartimiento somatodendrítico podrían mediar cambios 
dependientes de transcripción (Sabado et al., 2017).  
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La conectividad directa entre lLNvs y sLNvs ya ha sido demostrada, 
cuando al excitar específicamente las lLNvs (empleando la misma línea c929-
Gal4) se observa un aumento de AMPc en las sLNvs, que estaría mediado por 
PDFR (Schlichting et al., 2016). Es interesante que esta conectividad parece 
tener un efecto diferencial en distintos outputs del reloj de las sLNvs; mientras 
que la expresión de pdfARNi en las lLNvs no afecta visiblemente los niveles de 
PDF en las terminales dorsales de las sLNvs, esa intervención tiene un claro 
efecto sobre la plasticidad estructural en dichas terminales, lo cual refrenda que 
ambos grupos contribuyen activamente a regular la plasticidad estructural. 
Un aspecto que merece particular atención es el efecto diferencial de la 
expresión del pdfARNi. Resulta llamativo el hecho de observar niveles bajos de 
PDF en las terminales dorsales acompañados de mayor grado de arborización 
de los circuitos, más allá de la esperada pérdida de remodelación diaria (Figura 
26) teniendo en cuenta lo demostrado previamente por nuestro laboratorio 
donde el silenciamiento crónico de pdf bajo el control de la línea pdf-Gal4 o pdf-
GS genera circuitos poco complejos a lo largo del día  (Gorostiza et al., 2014). 
Una posible explicación a esta paradoja podría ser el hecho que, en los 
experimentos llevados a cabo en esta tesis se evaluó la contribución relativa de 
cada subset de LNvs al fenómeno de remodelación en presencia del otro grupo 
funcional; este contexto permitiría la activación de mecanismos compensatorios 
por los cuales el proceso de remodelación se ve afectado diferencialmente. 
Alterar de forma aguda y sutil los niveles de PDF es 
suficiente para interferir con el fenómeno de plasticidad 
estructural 
Hasta este punto se ha evidenciado que mantener la oscilación en los 
niveles de PDF en las terminales dorsales resulta fundamental para regular el 
fenómeno de plasticidad estructural. Para continuar profundizando el rol de 
PDF, y particularmente abordar la posibilidad de un efecto diferencial de la 
activación de su via de señalización a lo largo del día, buscamos acotar la 
expresión del pdfARNi a ventanas restringidas a lo largo del día (en ambos 
grupos, conjuntamente). La necesidad de activar la maquinaria de 
silenciamiento restringió el análisis a una inducción no inferior a 24hs (Ver 
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Anexo, Figura 36) la cual sólo afectó sutilmente los niveles del péptido en el 
protocerebro dorsal, (Figura 29 A y B), aunque esa disminución fue suficiente 
para interferir con el fenómeno de remodelación (Figura 30). De hecho, la 
disminución aguda y acotada de los niveles de PDF resulta en terminales 
arborizadas, semejantes a las del control a la mañana subjetiva a lo largo de 
todo el día. Estos resultados, junto con los descriptos en la sección anterior (la 
disminución crónica en un subset de LNvs), sugieren fuertemente que el 
fenómeno de plasticidad es muy sensible a cambios en los niveles de PDF; los 
tratamientos menos efectivos en alterar el balance de la señalización de PDF; 
la expresión del pdfARNi en cada grupo separadamente o por poco tiempo -
24hs-, menos efectivos, se asocian a mayor complejidad. Por otro lado, una 
deficiencia sostenida en el tiempo (en forma aguda (48hs, Figura 34 o 
crónicamente (Gorostiza et al., 2014) se asocian a poca complejidad. Estos 
resultados refuerzan la estrecha relación entre los dos outputs del reloj de las 
sLNvs, aun cuando se desconocen los mecanismos a través de los cuales 
podrían interactuar.  
El neuropéptido PDF modula la plasticidad estructural 
alterando la actividad en forma local  
Abundan las evidencias que sostienen la importancia de la actividad 
eléctrica y la conectividad en la red circadiana como reforzadora de las 
oscilaciones moleculares en las neuronas reloj. En particular, la depolarización 
de la membrana, los niveles de calcio (Ca2+) intracelular y los de AMPc serían 
reguladores importantes del reloj transcripcional/traduccional en mamíferos y, 
dado que también presentan modulación circadiana en el SCN, son tanto inputs 
como outputs del oscilador circadiano, y por lo tanto conforman un ciclo de 
retroalimentación positiva (Welsh et al., 2010). En Drosophila el silenciamiento 
eléctrico crónico de las neuronas PDF (desde el desarrollo) detiene las 
oscilaciones moleculares de proteínas clave en el funcionamiento del reloj 
adulto (Nitabach et al., 2002); aunque esos efectos sobre el reloj 
probablemente se asocien a condiciones fisiológicas alteradas (Depetris-
Chauvin et al., 2011). A su vez, alterar los niveles de Ca2+ intracelular en las 
neuronas PDF conduce a alteraciones en el período de la actividad locomotora 
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y retrasa las oscilaciones moleculares del oscilador central (Harrisingh et al., 
2007). Estos resultados llevaron a proponer que la modulación de los niveles 
de Ca2+ intracelular es un componente fundamental del reloj molecular en las 
neuronas marcapasos de la mosca. Asimismo, también hay evidencia de que el 
silenciamiento de las neuronas PDF restringido a la fase adulta afecta diversos 
outputs del reloj, como alterar los niveles de PDF en las terminales axonales 
(Depetris-Chauvin et al., 2011), e incluso reduce tanto el grado de arborización 
de las terminales axonales como también el número de zonas sinápticas 
activas (Gorostiza et al., 2014). 
Para abordar posibles mecanismos por los cuales PDF podría afectar la 
plasticidad estructural, se analizó el efecto de la depolarización forzada 
(acotada) de las neuronas PDF, a través de la activación de un canal iónico 
llamado TrpA1, previamente caracterizado (Petsakou et al., 2015; Sivachenko 
et al., 2013). Al respecto se había mostrado previamente que la complejidad del 
circuito es significativamente mayor respecto al control por las noches (CT14) 
luego de una depolarización aguda (mantenido por 2hs a la temperatura de 
activación). Bajo estas condiciones se esperaría una masiva liberación de las 
vesículas densas cargadas con PDF (dense core vesicles), aunque este efecto 
no fue reportado en los trabajos publicados hasta el momento. La 
depolarización forzada de las LNvs dio como resultado terminales más 
arborizadas al comienzo de la noche subjetiva (reproduciendo los datos 
publicados), similares a las de la mañana en el control. Curiosamente, no se 
observaron diferencias luego de la depolarización aguda durante la mañana 
subjetiva, lo cual resulta en la pérdida de las diferencias en esos dos momentos 
del día. Esta falta de plasticidad circadiana acompaña la observación que los 
niveles de PDF se mantienen elevados y constantes en los dos momentos 
analizados. La ausencia de efecto de la depolarización aguda durante la 
mañana subjetiva, que corresponde al momento de máxima actividad intrínseca 
(caracterizada por ráfagas espontáneas de potenciales de acción tanto en las 
lLNvs como en las sLNvs, (Cao and Nitabach, 2008; Cao et al., 2013; Muraro 
and Ceriani, 2015)), podría deberse a que la activación de canales TrpA1 no 
modifique sustancialmente los niveles de Ca2+ alcanzables en ese momento del 
día por acción directa del reloj molecular sobre las conductancias específicas. 
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Estas observaciones permiten proponer que el reloj circadiano impone una 
restricción dependiente del momento del día a la actividad eléctrica de las LNvs 
(proceso que en la jerga se conoce como ¨gating¨), y a través de ello define el 
fenómeno de remodelación y la regulación fina de los niveles de PDF. 
Respecto de los niveles de PDF, si bien los mecanismos involucrados no se 
han descifrado, es posible proponer que la depolarización forzada dispara un 
aumento de la traducción local o un reclutamiento más efectivo de vesículas 
hacia las terminales (transporte activo) asociadas al  incremento en los niveles 
de neuropéptido.  
Puesto que la reducción sostenida de la señalización de PDF se asocia 
a terminales menos complejas a lo largo del día, un fenotipo opuesto a la 
condición de depolarización forzada (que se asocia a terminales muy 
ramificadas, es decir, mayor complejidad) propusimos abordar una posible 
interrelación entre ambos. En un contexto genético de niveles reducidos de 
PDF (por expresión sostenida de pdfARNi), la depolarizacón forzada y acotada 
(por 2hs) rescata los niveles reducidos de PDF tanto en el día como en la 
noche subjetiva. Es interesante mencionar que dichos niveles no exceden los 
observados por la mañana en un control (es decir, prevalece la restricción 
impuesta por acción del propio reloj); estos resultados apoyan la interpretación 
que los cambios de excitabilidad modulan la traducción local y/o incrementan el 
llenado, transporte o reclutamiento de vesículas hacia las terminales. 
Alternativamente, el aumento de niveles podría asociarse a cambios 
transcripcionales, aunque dada la celeridad en la respuesta, y el contexto de la 
activación de la maquinaria del silenciamiento que operaría para reducir esos 
niveles, la consideramos menos factible. Se requerirán futuros experimentos 
para poder esclarecer entre estas posibilidades. La acción directa de la 
depolarización sobre los niveles de expresión de pdf serán analizados por 
qPCR en futuros experimentos. Una vez definido el efecto de la depolarización 
acotada sobre los niveles de PDF examinamos su impacto sobre la 
remodelación de las terminales axonales en el protocerebro dorsal. Tal como 
se esperaba, la depolarización forzada resulta en terminales axonales 
desarrolladas, lo cual confirma que la actividad se asocia a neuritogénesis. 
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El siguiente cuadro resume los resultados vistos en cada una de las 
secciones de esta tesis: 
 
Conclusiones 
A lo largo de la presente tesis doctoral se ha puesto en evidencia la 
complejidad de la regulación de dos conocidos outputs del reloj circadiano, la 
oscilación diaria de los niveles de PDF y la plasticidad estructural circadiana. 
Se ha aportado evidencias que el fenómeno de plasticidad estructural 
circadiana depende de la acción directa del reloj de las neuronas sLNvs así 
como de otros relojes albergados en la glia; en este sentido, cabe destacar que 
un tipo de glia candidato a ejercer dicha regulación es la ensheating glia, la cual 
recubre los terminales axonales de las LNvs de manera específica (datos no 
mostrados). Asimismo, hemos demostrado la contribución de las lLNvs en la 
Tratamiento Niveles de PDF
Plasticidad estructural (cantidad de 
cruzamientos)
per RNAi
Disminuye la amplitud. Niveles 
semejantes al día, todo el día.Efecto 
significativo de noche.
Poca complejidad, semejante a la 
noche, todo del día. Efecto 
significativo de día.
tim RNAi
Disminuye la amplitud. Niveles 
semejantes al día, todo el día.Efecto 
significativo de noche.
Poca complejidad, semejante a la 
noche, todo del día. Efecto 
significativo de día.
cyc DN
Disminuye la amplitud. Niveles 
semejantes a la noche, todo el día. 
Efecto significativo de día.
Mucha complejidad, aún más que en 
una mañana control, todo del día. 
Efecto significativo de noche.
Disrupción del reloj en las glia (cyc DN ) no afecta
Poca complejidad, semejante a la 
noche, todo del día. Efecto 
significativo de día.
Silenciamiento crónico de pdf  (RNAi en las sLNvs)
Niveles más bajos que la noche, todo 
el día. Efecto significativo en todo 
momento.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
Silenciamiento crónico de pdf  (RNAi en las lLNvs)
No afecta, aunque pareciera 
disminuir la amplitud de la oscilación.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
Silenciamiento crónico de pdfr  (RNAi en las sLNvs)
Disminuye la amplitud. Niveles 
intermedios de mañana y niveles 
bajos de noche.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
Silenciamiento agudo de pdf (RNAi en las LNvs)
Disminuye la amplitud. Niveles más 
bajos por la mañana.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
Alteración de la actividad eléctrica (TrpA1 en las LNvs)
Niveles altos, semejantes a la 
mañana, todo el día. Efecto 
significativo de noche.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
Alteración de la actividad eléctrica en contexto de 
silenciamiento de pdf (TrpA1+pdf RNAi en las LNvs)
Niveles altos, semejantes a la 
mañana, todo el día. Efecto 
significativo de noche.
Mucha complejidad, semejante a la 
mañana, todo del día. Efecto 
significativo de noche.
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regulación de ambos outputs del reloj, y, lo que es más importante, que la 
activación de la vía de señalización de PDFR parece provocar cambios locales 
en la excitabilidad los cuales a su vez generan cambios sostenidos en la 
remodelación de la estructura fina de las terminales axonales. Todos estos 
mecanismos se ponen en juego para generar un equilibrio y correcto 
funcionamiento de la red, para transmitir información temporal al resto del 
organismo. La acción conjunta y coordinada de todos estos factores es 
fundamental para el control circadiano de la fisiología de Drosophila 
melanogaster. Muchos elementos regulables que cooperan entre sí es lo que 
determina la gran plasticidad que es necesaria para que los seres vivos puedan 




































Figura 35: Sobreexpresión de dCLK en las sLNvs. A. Actograma representativo y su respectivo 
periodograma para  pdf-Gal4>UAS-clk (clk
OX
). La actividad locomotora para moscas individuales fue 
registrada por 4 días en ciclos de 12:12 horas de LD y luego transferidas a DD (área gris) por 9 días 
adicionales. En los actogramas, las barras blancas representan el día, y las negras, la noche. Para cada 
actograma correspondiente a un individuo, se muestran sus respectivos periodogramas del free running 
(DD) en la parte inferior. B. Porcentaje de ritmicidad. Los datos representan tres experimentos 
independientes, que incluyeron más de 44 individuos analizados en cada caso. C. Arriba: Imágenes 
representativas de microscopía confocal de la señal GFP de membrana en las terminales del protocerebro 
dorsal, tanto en el día subjetivo (CT2, barra gris) como en la noche subjetiva (CT14, barra negra), durante 
el tercer día en condiciones constantes (DD3). Abajo, izquierda: Cuantificación de los cruzamientos 
totales. Los animales control muestran la remodelación circadiana de sus terminales, mientras que en los 
animales con el reloj afectado no hay cambios a lo largo del dia subjetivo. Los datos representan tres 
experimentos independientes (N=3) y un mínimo de 27 cerebros analizados por CT/genotipo (n=8-10). 
Las letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de dos 
vías, seguido de un Tukey post-hoc test). Derecha: Cuantificación de la inmunoreactividad de PDF en el 
protocerebro dorsal a CT2 y CT14 en DD3. Para una comparación más directa, se muestran los niveles 
como un coeficiente entre CT2 y CT14. En los animales control (naranja), se evidencia cambios en la 
inmunoreactividad de PDF entre el dia y noche subjetivos, mientras que la sobreexpresión de clk (celeste) 
las diferencias son menores. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas con un 











Figura 36: Eficiencia de silenciamiento de pdf con el sistema inducible GeneSwitch a diferentes 
tiempos de inducción.  Animales que expresan el pdf
ARNi
 bajo el control de CD8:GFP;pdf-GS, fueron 
colocados en comida con RU por 12hs, 24hs y 48hs para permitir la visualización del fluoróforo de 
membrana CD8:GFP y la acción del ARNi de pdf. A continuación fueron disectados a CT2. Cuantificación 
de los niveles de PDF en el protocerebro dorsal. Se muestran los niveles para el control (blanco) y para el 
pdf
ARNi 
(gris). Los asteriscos (**) indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.01 (ANOVA 
de una vía, seguido de un Fisher post-hoc test). Se realizó un experimento, con un mínimo de 7 cerebros 
analizados por condición (N=1, n=7-10). 
Anexo 3 
 
Figura 37: Expresar dos fluoróforos de membrana en las terminales dorsales genera una pérdida 
de la plasticidad estructural. Animales en los que se expresa el fluoróforo myrRFP bajo el control de la 
línea inductora CD8:GFP;pdf-GS. Los animales fueron disectados 6 días después de haber sido inducidos 
con RU, para activar GeneSwitch, a CT2 y CT14, coincidentemente con el sexto día de condiciones 
constantes (DD6). A. Imágenes representativas de microscopía confocal, del CD8:GFP en las terminales 
del protocerebro dorsal a CT2 y CT14. B. Cuantificación de los cruzamientos totales en los dos puntos 
horarios. No se observa el fenómeno de remodelación estructural. Los datos representan dos 
experimentos independientes (N=2) y un mínimo de 16 cerebros analizados por CT/genotipo (n=8-10). 
Letras diferentes indican diferencias estadísticamente significativas con un p<0.05 (ANOVA de dos vías, 
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